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Résumé français et mots clés 
La réaction du greffon contre l’hôte (GvHD) est une complication majeure de la transplantation de 
cellules souches hématopoïétiques (HSCT). Les traitements de prophylaxie contre le développement de 
la GvHD reposent essentiellement sur l’utilisation d’agents immunosuppresseurs, ce qui contribue à 
ralentir la reconstitution immunitaire post-greffe et à prolonger la durée de l’état immunosupprimé des 
patients. Le développement de prophylaxie pour la GvHD à base d’agents immunomodulateurs est 
ainsi privilégié. À l’aide d’un modèle murin xénogénique chez les souris NOD/scid-IL2rγ-/- (NSG), on 
a étudié le potentiel immunomodulateur des immunoglobulines intraveineuses (IVIG) dans la 
prévention de la GvHD, ainsi que leurs effets sur la qualité et la cinétique de la reconstitution 
immunitaire. On a déterminé qu’un traitement hebdomadaire d’IVIG peut effectivement réduire 
l’incidence de la GvHD, ainsi que la mortalité qui y est reliée, avec une efficacité similaire à celle 
obtenue avec la cyclosporine A, un immunosuppresseur couramment utilisé dans la prophylaxie de la 
GvHD. Par ailleurs, on a déterminé que le mécanisme d’action des IVIG dans la réduction de la GvHD 
est distinct de celui des immunosuppresseurs. De plus, on a démontré que les IVIG induisent 
l’expansion et l’activation des cellules NK présentes au sein du greffon, lesquelles sont nécessaires 
pour l’obtention de l’effet protecteur des IVIG contre le développement de la GvHD, et sont 
dépendantes de la présence de lymphocytes T activés. Grâce à un modèle murin humanisé, on a 
également démontré que le traitement hebdomadaire d’IVIG induit un délai transitoire de la 
reconstitution humorale, ce qui n’affecte toutefois pas la qualité globale de la reconstitution 
immunitaire. Ces résultats mettent cependant en doute la pertinence de l’utilisation des IVIG dans les 
protocoles cliniques de prophylaxie de la GvHD, puisque les immunosuppresseurs seront toujours 
utilisés, et qu’on a démontré que les IVIG ont besoin de lymphocytes T activés afin de prévenir 
efficacement le développement de la GvHD.  
 
Mots clés : GvHD, IVIG, cellules NK, souris NSG, immunomodulation, modèle murin xénogénique, 
modèle murin humanisé, reconstitution immunitaire 
 iv 
 
Abstract and keywords 
Graft-versus-Host Disease (GvHD) is a major complication following hematopoietic stem cell 
transplantation (HSCT). Prophylactic treatments for the prevention of GvHD rely mostly on the use of 
immunosuppressors, which contribute to inhibit the patient’s immune reconstitution and prolong their 
immunosuppressed state. Development of immunomodulator-based prophylactic treatments is 
therefore preferred. Using NOD/scid-IL2rγ-/- mice, we developed a xenogeneic mouse model to assess 
the immunomodulatory potential of intravenous immunoglobulins (IVIG) for the prevention of GvHD, 
along with assessing their effect on the kinetics and the quality of the immune reconstitution in mice. 
We determined that weekly IVIG treatments reduced the incidence of GvHD and its related mortality. 
The effectiveness of IVIG for the prevention of GvHD was similar to that of cyclosporine A, an 
immunosuppressive drug routinely used for the prophylactic treatment of GvHD. Furthermore, we 
demonstrated that IVIG has a mechanism of action that is different from that of immunosuppressors. 
IVIG induce the expansion and activation of NK cells from the graft, which is mandatory for the 
preventive effect of IVIG on GvHD development. Furthermore, this IVIG-induced expansion and 
activation of NK cells require the presence of activated T lymphocytes. Using our humanized mouse 
model, we have also demonstrated that weekly IVIG treatments cause a transient delay of the humoral 
reconstitution, but do not affect the overall quality of the immune reconstitution. We have 
demonstrated that activated T lymphocytes are mandatory for the effective expansion and activation of 
NK cells, which in turn are essential to the IVIG-induced prevention of GvHD, and 
immunosuppressors will always be part of the prophylactic regimen of GvHD, therefore shining a 
doubt on the usefulness of adding IVIG to the prophylactic treatments for the prevention of GvHD. 
 
Keywords: GvHD, IVIG, NK cells, NSG mice, immunomodulation, xenogeneic mouse model, 
humanized mouse model, immune reconstitution 
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1.1 Mise en contexte 
Plus de 25 000 procédures de greffe de cellules souches hématopoïétiques (hematopoietic stem cell 
transplantation : HSCT) allogéniques sont effectuées de par le monde annuellement pour le traitement 
de maladies hématologiques (1-3). Les améliorations réalisées lors des dernières années au niveau des 
techniques de typage de l’antigène des leucocytes humains (human leukocyte antigen : HLA) et des 
soins en aval de la greffe ont grandement contribué à diminuer l’incidence de la réaction du greffon 
contre l’hôte (graft-versus-host disease : GvHD) et de la mortalité chez les patients greffés. Cependant, 
il pourrait sembler que le souci d’améliorer la prophylaxie et les protocoles cliniques de prévention de 
la GvHD ait été ignoré depuis quelque temps (4). Ainsi, malgré les avancées technologiques qu’a 
connues le protocole clinique de transplantation au cours des dernières années et malgré l’accès à de 
meilleurs traitements prophylactiques disponibles, près de 50% des patients receveurs de HSCT 
développent toujours aujourd’hui une GvHD qui s’avère fatale dans 15% des cas (1, 5). En effet, à ce 
jour, la GvHD est un problème très sérieux et représente la plus grande cause de mortalité post-HSCT, 
bien avant la rechute de la maladie initiale (6). Une telle prévalence de la GvHD limite le nombre 
d’interventions effectuées chaque année, principalement à cause des risques encourus par le patient (3). 
Il est donc impératif d’améliorer les protocoles cliniques de prophylaxie et de traitement de première 
ligne dans les cas de GvHD, afin de pouvoir étendre l’utilisation de la HSCT au traitement de maladies 
hématologiques, immunitaires et inflammatoires.  
 
1.2 Les greffes de cellules souches hématopoïétiques 
Dans le cas du traitement d’une maladie hématologique, la HSCT se déroule selon un protocole précis 
et bien établi. Les patients reçoivent d’abord un traitement de chimiothérapie et/ou radiothérapie qui 
cible spécifiquement la maladie hématologique qui les afflige, dans le but d’éliminer le plus grand 
nombre de cellules responsables de la maladie avant d’entreprendre la greffe. Par la suite, les patients 
reçoivent un traitement de pré-conditionnement. Ce traitement élimine les cellules résiduelles de la 
maladie résistantes à la chimiothérapie et/ou radiothérapie, mais immunosupprime malheureusement 
également le patient. Cette immunosuppression contribue à éviter le rejet de la greffe par le système 
immunitaire du patient. Une fois greffées, les cellules immunocompétentes du greffon peuvent alors 
éliminer, grâce à leur alloréactivité envers les cellules du patient, les cellules résiduelles de la maladie. 
Cet effet est nommé réaction du greffon contre la leucémie (graft-versus-leukemia : GvL). Les cellules 
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immunocompétentes du greffon participent également à la reconstruction du système immunitaire, 
essentielle pour le patient (2, 4, 6, 7).  
Tel que spécifié précédemment, la GvHD est la première cause de complication post-HSCT, mais 
suivent derrière celle-ci l’échec de la prise de la greffe et la susceptibilité immunitaire du patient, 
causée par le délai de la reconstitution immunitaire post-greffe (6). Ces complications sont par ailleurs 
plus fréquentes et sévères lorsque le greffon ayant servi à la greffe provient d’un donneur qui n’est pas 
apparenté au niveau HLA vis-à-vis au patient receveur de la greffe (8), soulignant l’importance de bien 
sélectionner le donneur potentiel dans les cas où la greffe est nécessaire dans le traitement de la 
maladie.  
Des 13 345 HSCT allogéniques réalisées en Europe en 2010, 71% ont été effectuées chez des patients 
leucémiques (Figure 1.2.1, p.3). Les cellules souches proviennent de sang périphérique, de moelle 
osseuse ou de sang de cordon ombilical (cord blood : CB) dans 71%, 22% et 6% des cas, 
respectivement (9).  
 
Figure 1.2.1 – Principaux diagnostics nécessitant une HSCT allogénique (1990-
2010). Nombre absolu de patients qui ont reçu une HSCT allogénique selon le 
diagnostic principal pour les années 1990-2010. Reprinted and translated by 
permission from Macmillan Publishers Ltd: Bone Marrow Transplantation (9), 
copyright 2012. License number 3418990373066. 
Le niveau de disparité HLA entre le donneur et le receveur a un impact majeur sur le pronostic. En 
effet, plus le degré de disparité HLA est élevé, plus le risque de développer une GvHD devient élevé 





Figure 1.2.2 – Effet du degré de disparité HLA-A, -B, -C, -DRB1 ou –DQB1 sur la 
GvHD aiguë de grade III-IV. Reprinted from Biology of Blood and Marrow 
Transplantation, 13, Loiseau P, Busson M, Balere ML, et al., HLA Association with 
hematopoietic stem cell transplantation outcome: the number of mismatches at HLA-A, -
B, -C, -DRB1, or -DQB1 is strongly associated with overall survival, 965-974, Copyright 
(2007), with permission from Elsevier. License number 3418991065808. 
Les donneurs potentiels sont donc testés pour leur génotype HLA et sélectionnés en fonction de leur 
degré de similarité avec le receveur qui est en attente de greffe. Classiquement, pour qu’un patient soit 
greffé, le niveau de compatibilité HLA du greffon devait être d’au moins 5/6 pour les loci HLA-A, -B 
et –DRB1. Cependant, depuis 2005, le HLA-C a été ajouté à cette liste, puisqu’on a découvert que la 
compatibilité à ce locus réduit le risque de complications post-HSCT. On parle donc aujourd’hui de 
greffon avec compatibilité HLA d’au moins 7/8 pour procéder à la greffe (12, 13). Lorsque plusieurs 
donneurs sont envisagés pour une même greffe, on peut également tester le locus HLA-DPB1, lequel 
permettra de choisir le donneur avec le plus grand degré de similitude, réduisant ainsi les risques de 
complications post-HSCT (8).  
Il semble exister quelques discordances en ce qui concerne le risque relatif de développer une GvHD 
en fonction des loci où sont siutées les disparités HLA. Certaines études suggèrent que les disparités au 
niveau des loci HLA-B et –C sont associées à un plus haut risque de développer une GvHD (8), alors 
que d’autres suggèrent que les disparités HLA-A et –DRB1 sont plus importantes (11). Sommes toutes, 
les disparités au niveau HLA-A, -B, -C, et -DRB1 sont fortement corrélées à une diminution de la 
survie du patient post-HSCT (8, 11, 12, 14). La disparité HLA-DQB1 est par ailleurs plutôt pauvre de 
conséquence, à moins qu’elle ne soit jumelée à une autre disparité HLA. En effet, l’expérience 
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internationale en HSCT a prouvé que les effets négatifs de la disparité HLA sont cumulatifs (11, 12). 
Cette même expérience a permis de démontrer que le taux de survie est meilleur chez les patients qui 
reçoivent une HSCT provenant d’un donneur HLA-compatible apparenté que ceux qui reçoivent un 
greffon comportant une disparité HLA ou provenant d’un donneur non-apparenté (10). 
Bien que le degré de disparité HLA soit un facteur important pour établir le succès de la HSCT, il ne 
faut pas négliger d’autres paramètres qui peuvent influencer le succès de la procédure, tels que l’âge du 
patient, la nature de la maladie, le stade de la maladie au diagnostic, le statut sérologique CMV 
(cytomégalovirus) et l’ethnicité. Ces paramètres, malgré les améliorations apportées aux protocoles 
cliniques de traitement pré- et post-HSCT, demeurent les facteurs prédictifs les plus critiques pour la 
survie du patient (11). 
Seulement 25% des patients qui nécessitent une HSCT allogénique peuvent compter sur l’existence 
d’un donneur HLA-identique apparenté. Lorsqu’il est question de patients leucémiques pédiatriques, ce 
ne sont que 33% de ce nombre qui peuvent compter sur la présence d’un donneur apparenté avec 
compatibilité HLA parfaite (10). De plus, moins de 60% des patients caucasiens en attente d’une greffe 
peuvent compter sur un donneur HLA-compatible non-apparenté, alors que pour les ethnies non 
caucasiennes, ce ne sont que 20 à 45% des patients qui trouveront un donneur HLA 8/8 (HLA-A, -B, -
C, -DR) (15). En l’absence d’un donneur approprié, le recours à l’utilisation de greffon provenant de 
CB ou de donneurs apparentés HLA-haploidentiques est en constante augmentation (16). 
 
1.2.1 Le traitement de conditionnement pré-greffe 
Le traitement de conditionnement pré-greffe sert d’abord et avant tout à éliminer les cellules 
responsables de la maladie et à immunosupprimer le patient afin d’augmenter l’efficacité de la 
transplantation. Ces méthodes de conditionnement pour la transplantation peuvent comprendre la 
combinaison de divers médicaments (drogues alkylantes, antimétabolites, anticorps naturels ou 
monoclonaux), avec ou sans l’irradiation corporelle totale du patient. Historiquement, le traitement pré-
greffe causait une destruction totale de la moelle osseuse du patient, ce qu’on décrit comme étant une 
thérapie myéloablative. Bien que ceci soit un avantage dans la lutte contre la maladie, un risque 
significatif de toxicité est associé à ce traitement, ce qui peut mener à des complications découlant 
d’infections et de dommages aux organes (2).  
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Afin de remédier à ces effets secondaires négatifs, le traitement pré-greffe avec conditionnement 
d’intensité réduite a fait son apparition dans les dernières années, menant à la réduction de l’incidence 
de la GvHD (17). Ce traitement d’intensité réduite ne détruit pas complètement la moelle osseuse et est 
donc considéré non-myéloablatif (2). Environ 40% des HSCT aujourd’hui sont effectuées avec ce type 
de conditionnement, moins létal pour le patient (9). Dans ces conditions, les macrophages sont moins 
sensibles aux lipopolysaccharides (LPS), qui sont surtout relâchés au niveau du tractus gastro-intestinal 
suite au dommage tissulaire infligé par le traitement pré-greffe. Cette perte de sensibilité réduit la 
production de TNF-α (tumor necrosis factor : facteur de nécrose tumorale α), une cytokine impliquée 
dans la tempête de cytokines, et donc réduit la GvHD (18), tout en augmentant les chances que le 
patient développe une GvHD à déclenchement tardif (19). Une diminution de la GvHD est également 
paradoxalement corrélée à une augmentation du taux d’échec de greffe, de rechute de la maladie 
(l’effet GvL est atténué) et des infections (3, 20). Suite au traitement de conditionnement approprié, 





Figure 1.2.3 – Conditionnement pré-greffe et facteurs pouvant influencer le 
résultat de la HSCT. Les patients recevant une HSCT pour le traitement d’une 
maladie hématologique doivent tout d’abord recevoir un traitement de 
chimiothérapie ou radiothérapie sur une période pouvant atteindre sept à dix jours 
(débutant au jour -7 sur l’échelle thérapeutique). Ces patients reçoivent ensuite une 
HSCT allogénique provenant d’un donneur apparenté ou non (jour 0), à la suite 
d’un conditionnement pré-greffe à haute dose ou à intensité réduite. Les patients 
reçoivent des immunosuppresseurs pour la prévention du rejet des cellules greffées. 
Les principaux paramètres pouvant affecter le résultat de la HSCT incluent la 
susceptibilité de la maladie à la chimiothérapie, l’induction de la GvL par les 
cellules immunitaires du greffon et l’état de santé du patient (âge, thérapies anti-
cancer préalables, infections existantes). La composition du conditionnement pré-
greffe et la source des cellules souches utilisées pour la HSCT peuvent également 
affecter la réussite de la HSCT. D’autres variables importantes à considérer lors de 
la HSCT allogénique incluent le type d’immunosuppresseurs utilisés, le traitement 
de prophylaxie, le développement de GvHD, ainsi que la présence d’infections 
opportunistes. Reprinted and translated by permission from Macmillan Publishers 






1.2.2 Sources de cellules souches pour les HSCT 
Historiquement, les cellules souches nécessaires à la HSCT étaient récupérées de la moelle osseuse. Au 
fil des ans, avec les progrès technologiques, les cellules souches ont pu être obtenues d’échantillons de 
sang périphérique, ce qui comporte moins de risques et occasionne moins de douleur pour le donneur. 
De plus, les cellules souches mobilisées de sang périphérique permettent une reconstitution 
immunitaire plus rapide que celle obtenue suite à la greffe de cellules souches de moelle osseuse. 
Toutefois, l’utilisation de cellules souches mobilisées de sang périphérique est accompagnée d’un plus 
haut taux d’infections chez le patient greffé (21). Aussi, une étude effectuée sur des patients adultes 
démontre que cette source de cellules souches cause un plus haut taux de GvHD, ce qui réduit 
considérablement le taux de rechute de la maladie. Ce phénomène est attribué à l’effet GvL plus 
puissant dans ces conditions, ainsi qu’au nombre plus élevé de lymphocytes T cytotoxiques (cytotoxic 
T lymphocytes : CTL) au sein des greffons provenant du sang périphérique (22). 
Lors de greffes de cellules souches de CB, le nombre de cellules au sein du greffon est un paramètre 
important, qui est directement corrélé à la rapidité de la prise de greffe (12). Du fait que le CB contient 
plus de lymphocytes T naïfs, les disparités HLA du CB sont mieux tolérées et causent moins de GvHD 
que les autres sources de cellules souches (7, 23-25). Les unités de CB ont été utilisées comme source 
de cellules souches pour HSCT pour la première fois en 1988. Depuis, plus de 25 000 HSCT de CB ont 
été effectuées mondialement (7, 15, 26) et dans 75% des cas, les patients pédiatriques greffés avec les 
CB souffraient de leucémie aiguë (27). On estime qu’il y a à ce jour plus de 200 000 unités de CB 
entreposées dans près d’une quarantaine de banques de CB à l’échelle mondiale (28). Leur 
disponibilité immédiate, la plus grande facilité d’organisation des procédures (traitement de 
conditionnement pré-greffe et initiation de la prophylaxie), l’absence de risque pour le donneur, le 
risque diminué de transmission virale latente, la plus grande variété de HLA disponibles, la longueur 
des télomères des cellules et le plus faible risque de développer une GvHD en font une source de 
cellules souches attrayante pour la HSCT. Il ne faut cependant pas oublier les inconvénients d’une telle 
greffe, notamment la présence prépondérante de lymphocytes naïfs contre les virus et bactéries, 
l’absence de cellules accessoires qui peuvent faciliter la prise de greffe, le délai de reconstitution 
immunitaire et l’impossibilité d’obtenir plus de cellules dans le but d’améliorer la reconstitution 
immunitaire et l’effet GvL (7, 24, 25, 28). À cet effet, lorsqu’il existe des unités de CB possédant un 
degré de disparité HLA de deux ou moins, la sélection de l’unité doit être effectuée selon le nombre de 
cellules au sein du greffon, afin d’augmenter les chances de prise de greffe, diminuer la mortalité reliée 
à la greffe, et augmenter la survie (26). Lorsqu’une seule unité de CB n’est pas suffisante en terme de 
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nombre de cellules pour une greffe, un problème qui est le plus souvent rencontré chez la population 
adulte, la greffe de deux ou plusieurs unités de CB est effectuée, avec comme conséquence directe, une 
augmentation de l’incidence de la GvHD (15). Somme toute, la survie et le risque de rechute à long 
terme post-HSCT de CB sont semblables à ceux obtenus avec d’autres sources de cellules souches (7).  
Les lymphocytes T de CB semblent devenir plus facilement tolérants aux antigènes HLA du receveur 
que les lymphocytes T de moelle osseuse, et ce pour un même degré de disparité HLA entre le donneur 
et le receveur (28). Ceci pourrait expliquer en partie le risque et la sévérité réduite de la GvHD suite 
aux HSCT de CB. De plus, les lymphocytes T de CB produisent moins de cytokines, dû à leur 
immaturité fonctionnelle, réduisant ainsi la sévérité de la tempête de cytokines caractéristique du 
développement de la GvHD (28).  
 
1.2.3 Reconstitution immunitaire post-greffe 
Un facteur déterminant dans l’évaluation de la réussite de la greffe est la qualité de la reconstitution 
immunitaire. En effet, le patient est immunosupprimé avant de recevoir la greffe et se trouve donc dans 
un état de vulnérabilité face aux infections (bactériennes, virales, fongiques). Il est donc primordial 
d’avoir une reconstitution immunitaire robuste dans les meilleurs délais afin de diminuer la morbidité 
et la mortalité post-greffe.  
La reconstitution immunitaire se déroule habituellement dans un ordre précis. Le système immunitaire 
inné se développe d’abord, avec l’apparition des monocytes, granulocytes, macrophages et cellules NK 
(natural killer). Le système immunitaire adaptatif est plus lent à se différencier, pouvant prendre 
jusqu’à six mois ou un an pour reconstituer les lymphocytes B, et deux ans pour la reconstitution 
complète des lymphocytes T. Plusieurs facteurs peuvent influencer la rapidité de la reconstitution 
immunitaire, tels que l’âge du patient, le type de donneur, la source des cellules souches 
hématopoïétiques, la méthode de déplétion des lymphocytes T, ainsi que le traitement prophylactique 
utilisé contre la GvHD (29).  
Une étude récente sur des patients pédiatriques de HSCT allogéniques démontre qu’après trois mois, 
54% des patients ont achevé la reconstitution des cellules NK, alors que 46% des patients seulement 
ont reconstitué leurs lymphocytes T cytotoxiques. Un an après la greffe, ce sont seulement 23% et 47% 
des patients qui ont achevé les reconstitutions lymphocytaires T auxiliaires et B, respectivement (29). 
Évidemment, la GvHD peut influencer la qualité de la reconstitution immunitaire. Ainsi, la 
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reconstitution peut être compromise pour les compartiments cellulaires lymphocytes T et B, ainsi que 




 chez les patients atteint de GvHD (29).  
Il est intéressant de noter que la source des cellules souches pour la HSCT peut également avoir un 
effet sur la reconstitution immunitaire post-greffe. Bien qu’elle soit plus lente à se manifester, la 
reconstitution immunitaire post-greffe de CB demeure toutefois équivalente à celle obtenue suite à une 
greffe de moelle osseuse (7, 30). 
 
1.2.4 Les cellules NK 
Les cellules NK sont des cellules lymphoïdes innées, dérivées des progéniteurs lymphoïdes communs 
provenant de la moelle osseuse. Dans la moelle osseuse, les cellules stromales fournissent les cytokines 
nécessaires (IL-3, IL-7, ligand flt3 et ligand c-kit) pour transformer les cellules progénitrices 
hématopoïétiques afin qu’elles expriment l’IL-15R, une étape clé dans leur engagement vers la lignée 
cellulaire NK (31-38). Ces cytokines favorisent également l’homéostasie des cellules dendritiques 
(dendritic cells : DC), une population de cellules accessoires hématopoïétiques qui fournissent l’IL-15 
et améliorent ainsi la production des cellules NK (39). Une fois l’IL-15Rβ acquis par les cellules 
progénitrices hématopoïétiques (40), le processus de différentiation cellulaire vers la lignée NK se met 
en branle, en promouvant la différentiation, la maturation fonctionnelle et la survie des cellules NK 
(41). Les progéniteurs de cellules NK, possédant déjà les chaînes β et γ de l’IL-15R et étant déficientes 
pour les marqueurs de surface spécifiques aux autres lignées cellulaires (42), poursuivent leur 
développement en acquérant de façon progressive et ordonnée les récepteurs fonctionnels CD161, 
CD56, CD94/NKG2A, NKp46, NKG2D, les récepteurs d’inhibition des cellules tueuses (killer-cell 
immunoglobulin-like receptors : KIRs) et le CD16 (31, 43, 44). À ce point, les cellules NK matures, 
qui ont une durée de vie d’environ 10 à 20 jours (45-47), peuvent être divisées en deux groupes 





, prédominantes dans les organes lymphoïdes secondaires, qui sécrètent des cytokines 
(interféron-γ : IFN-γ), et les cellules NK CD56dimCD16+, prédominantes dans le sang périphérique, 
capables de cytotoxicité cellulaire par un mécanisme dépendant de la perforine (48).  
Contrairement aux lymphocytes B et T, les cellules NK n’ont pas besoin de subir un réarrangement 
clonal de leurs récepteurs pour détecter les antigènes et ne subissent pas d’expansion clonale suite à 
leur activation, qui est plutôt régulée par l’intégration de signaux provenant des récepteurs de surface 




Figure 1.2.4 – Les récepteurs des cellules NK et leurs ligands. Les principaux récepteurs inhibiteurs 
et activateurs des cellules NK, ainsi que leurs ligands exprimés par les cellules cibles. BAT3, human 
leukocyte antigen HLA-B-associated transcript 3; CRTAM, class I-restricted T-cell-associated 
molecule; HA, hémagglutinine; HLA-E, HLA class I histocompatibility antigen, alpha chain E; IgG, 
immunoglobuline G; LFA-1, leukocyte function-associated antigen-1; LLT1, lectin-like transcript 1; 
TIGIT, T cell immunoglobulin and ITIM domain. Reprinted and translated by permission from 
Macmillan Publishers Ltd : Cell Death & Differentiation (49), copyright 2013. License number 
3419040523167. 
Les ligands pour les récepteurs activateurs sont des protéines du Soi qui sont habituellement rarement 
exprimées sur les cellules normales, mais dont l’expression est augmentée lors d’une infection ou 
d’une transformation maligne (23). Ainsi, les cellules NK peuvent reconnaître, sans exposition 
préalable, les cellules transformées et les éliminer. Afin d’éviter d’être reconnues par les lymphocytes 
T, et ainsi déclencher une réponse immunitaire à médiation cellulaire, les cellules transformées peuvent 
réduire l’expression du HLA à leur surface. Cependant, cette réduction de l’expression des molécules 
du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) à la surface cellulaire peut être reconnue par les 




Parmi les récepteurs activateurs, on trouve principalement le NKG2D, les récepteurs de cytotoxicité 
naturels (natural cytotoxicity receptors : NCRs; NKp30, NKp44 et NKp46) et le CD16. Ces récepteurs 
des cellules NK jouent un rôle primordial dans la surveillance tumorale (carcinomes, mélanomes, 
neuroblastomes, leucémies myéloïdes et lymphoïdes, myélomes multiples et lymphocytes B modifiés 
par le virus de l’Epstein-Barr (EBV)), leurs ligands étant majoritairement exprimés à la surface de ces 
cellules (50). L’engagement de ces récepteurs avec leur ligand engendre donc de la cytotoxicité, ainsi 
que la production de cytokines (49-51). Tel qu’expliqué précédemment, les IgG contenues dans les 
IVIG et spécifiques à certains antigènes exprimés par les cellules pourront s’y lier et seront par la suite 
reconnues par le récepteur FcγIII (FcγRIII (CD16)) à la surface des cellules NK. La liaison du 
fragment cristallisable (Fc) de l’IgG et du CD16 engendra la sécrétion de cytokines. Ce mécanisme 
pourra donc protéger le patient traité de certaines infections. Les cellules NK portent également à leur 
surface des récepteurs de type Toll (Toll-like receptors : TLR), qui peuvent, grâce à un mécanisme 
semblable, rapidement reconnaître les cellules infectées par différens pathogènes (52) et ainsi protéger 
le patient, sans avoir besoin d’une exposition préalable. 
Les cellules NK expriment également à leur surface des KIRs (52). Suite à une HSCT allogénique, les 
cellules NK peuvent persister chez un patient pendant plusieurs années (53). Dans la plupart des cas, il 
existe une incompatibilité au niveau des KIRs entre le donneur et le receveur. On privilégie 
habituellement les greffons où les cellules NK expriment des KIRs qui ne reconnaîtront pas les HLA 
du receveur, ce qui mène à l’effet bénéfique GvL, où les cellules NK peuvent tuer les cellules 
tumorales résiduelles ainsi que les DC et les lymphocytes T du receveur, sans pour autant causer un 
effet GvHD (16, 23, 51, 53-55). 
 
1.3 Réaction du greffon contre l’hôte 
La GvHD, ainsi que la rechute de la leucémie et la déficience immunitaire post-greffe, sont les 
limitations majeures de la HSCT (56). Lorsqu’un patient développe une GvHD, ceci peut se résumer en 
quatre conséquences directes : une atteinte des organes, qui nécessite une thérapie immunosuppressive, 
des risques d’infections secondaires, un risque élevé de développer une GvHD chronique, et dans 
certains cas, un effet GvL bonifié (19, 57). Malheureusement, l’effet bénéfique GvL de la HSCT se 
traduit également en un effet délétère potentiellement mortel de GvHD, où les cellules 
immunocompétentes du greffon s’attaquent aux cellules du patient (4). Tel que décrit précédemment, le 
raffinement des techniques de génoytpage HLA, ainsi que les méthodes plus efficaces de prévention et 
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de traitement de la GvHD des dernières années a beaucoup aidé à améliorer le taux de survie, ainsi que 
la survie à long terme chez les receveurs de HSCT pédiatriques (19), mais ces améliorations sont 
encore insuffisantes. 
 
1.3.1 Description de la réaction 
Les organes cibles de la GvHD sont la peau, le foie et le tractus gastro-intestinal (58), tous des organes 
exposés à l’environnement extérieurs qui sont riches en DC (59), et donc on peut suspecter qu’il y a 
une forte présentation d’antigènes étrangers. Cliniquement, on peut suspecter une GvHD lorsque le 
receveur de HSCT développe des signes et symptômes tels que : dermatite (éruptions cutanées), 
ampoules cutanées, crampes abdominales accompagnées ou non de diarrhée, anorexie, nausée 
persistante et vomissements, hépatite (avec élévation de bilirubine et/ou enzymes du foie). Ces signes 
et symptômes débutent habituellement avec la prise de la greffe et s’ils ne sont pas rapidement pris en 
charge, pourront s’avérer fatals pour le patient (3, 4, 58). Lorsque le médecin traitant suspecte un cas 
de GvHD chez un patient, il doit tout d’abord s’assurer de confirmer le diagnostic par biopsie, puisque 
plusieurs de ces symptômes peuvent s’apparenter à ceux d’infections virales ou à de la toxicité 
découlant de l’utilisation des médicaments pour le traitement pré-greffe et la prophylaxie de la GvHD 
(58).  
La peau est généralement le premier organe affecté (3) et sa biopsie peut mettre en évidence des 
kératinocytes dyskératotiques, avec ou sans la présence de lymphocytes satellites, l’exocytose de 
lymphocytes, la nécrose de cellules basales, ainsi que la déplétion des cellules de Langerhans. 
L’endoscopie du tractus gastro-intestinal peut par ailleurs révéler de l’œdème, un détachement de la 
muqueuse, et possiblement des saignements. Ces symptômes sont typiquement retrouvés au niveau du 
caecum, de l’iléum, et du colon, mais peuvent aussi être répertoriés au niveau de la partie supérieure du 
tractus intestinal. Au niveau du foie, l’étude pathologique démontre habituellement des attaques de 
lymphocytes cytotoxiques au niveau du canal cholédoque, ou un canal cholédoque irrégulier. Les 
cellules épithéliales peuvent être aplaties avec des noyaux manquants alors que dans d’autres cas, les 
noyaux peuvent être élargis, irréguliers et hyperchromatiques (58).  
Plusieurs facteurs de risque peuvent influencer le développement de la GvHD : l’existence de disparité 
HLA entre le donneur et le receveur, l’âge et le sexe du receveur, la source des cellules souches 
utilisées pour la greffe, la prophylaxie utilisée pour la GvHD, le type de conditionnement pré-greffe, 
ainsi que l’omission de la déplétion des lymphocytes T du greffon (19).  
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La caractérisation de la GvHD aiguë est divisée en stages, et la sévérité, en grades. Les critères 
consensus utilisés pour caractériser les GvHD ont été établis lors de la conférence consensus de 
Keystone en 1994 (5) (Tableau 1.I, p.14) et prennent en considération le degré d’implication des trois 
organes cibles de la GvHD. Plus le grade de GvHD est sévère, plus le pronostic de survie à long terme 
pour le patient est négatif, pouvant atteindre un taux de survie d’à peine 5% chez les patients de grade 
IV sur la période de cinq ans post-greffe (60). 
 
Tableau 1.I – Détermination du stage et grade de la GvHD aiguë. Tiré de Arora M. GVHD 




(% aire de 





1 <25 2-3 500-1000 







avec formation de 
cloches 
>15 Douleur +/- iléus 






I Stage 1-2 0 0 0 
II Stage 1-3 Stage 1 Stage 1 Stage 1 
III Stage 2-3 Stage 2-4 Stage 2-3  
IV Stage 4  Stage 4  
 
 
1.3.2 Déroulement de la réaction en trois temps 
Il y a cinquante ans, Billingham décrivait les trois conditions sine qua non du développement de la 
GvHD : l’utilisation d’un greffon immunocompétent, la disparité HLA entre les cellules du donneur et 
du receveur, ainsi que l’incapacité du receveur à produire une réponse immunitaire efficace (62). Si 
toutes ces conditions sont réunies, la GvHD se développe lorsque les lymphocytes T du donneur 
réagissent contre les protéines polymorphiques HLA présentes à la surface des cellules du receveur. 
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Ces protéines sont encodées par le CMH et se divisent en deux classes : les protéines HLA-A, -B et –C 
(CMH de classe I) qui sont exprimées sur la totalité des cellules nucléées, et les protéines HLA-DP, -
DQ et –DR (CMH de classe II) exprimées principalement sur les cellules présentatrices d’antigènes 
(antigen presenting cells : APC) (3). La prévalence de la GvHD est directement reliée au degré de 
disparité entre les protéines HLA du donneur et du receveur. C’est pourquoi il est primordial pour 
chaque patient de trouver un donneur présentant la meilleure compatibilité HLA possible. Lors de 
HSCT avec des cellules souches provenant de CB, il est possible d’utiliser des unités de CB présentant 
une disparité HLA sans pour autant que le patient doive affronter d’importantes conséquences, étant 
donné la plus grande permissivité de ces cellules (3). Malgré tout, même dans le cas d’une greffe HLA-
identique, environ 40% des receveurs développeront une GvHD qui nécessitera un traitement aux 
stéroïdes à forte dose (3).  
La GvHD est une réaction de mécanismes inflammatoires qui se déroule en trois étapes et qui est mue 
par les lymphocytes fonctionnels du donneur infusés chez un receveur qu’ils ne reconnaissent pas. Que 
ce soit en raison de la maladie initiale, des infections préalables ou du conditionnement pré-greffe, les 
tissus du receveur sont endommagés, particulièrement au niveau de la muqueuse intestinale. Ces 
lésions contribuent à l’activation des APC par la translocation systémique de stimuli inflammatoires, 
comme par exemple les LPS des produits bactériens et les patrons moléculaires associés aux 
pathogènes (pathogen-associated molecular patterns : PAMPs) (63), ce qui stimule la sécrétion de 
cytokines et chimiokines pro-inflammatoires (64, 65). Ces événements augmentent l’expression des 
molécules d’adhésion, des molécules co-stimulatrices et des antigènes du CMH sur les APC du 
receveur, facilitant ainsi leur activation et migration vers les organes cibles, ce qui améliore l’efficacité 
de la présentation des protéines HLA aux cellules immunitaires du greffon (65). Les DC de l’hôte 
peuvent également acquérir et présenter les antigènes de l’hôte aux lymphocytes T contenus dans le 
greffon, ce qui les active (66). Une fois activés, les lymphocytes T naïfs du greffon sécrètent des 
cytokines inflammatoires, prolifèrent et entament leur migration vers les organes cibles de la GvHD. 
Ces évènements déclenchent la GvHD et la maintiennent, notamment par la destruction des organes 




Figure 1.3.1 – Immunopathogenèse de la réponse alloréactive et approches développementales 
pour la séparation des effets GvHD et GvL. Le modèle intégré de la pathophysiologie des réponses 
immunitaires alloréactives qui dominent les effets GvHD et GvL impliquent trois phases inter-reliées. 
I) L’établissement d’un environnement pro-inflammatoire. II) L’activation et la prolifération des 
lymphocytes T du donneur. III) La migration des cellules immunitaires effectrices aux organes cibles et 
fonction cytolytique. Cette revue de littérature discute de stratégies émergeantes afin de réduire la 
GvHD aiguë, tout en préservant des effets GvT regroupés dans le contexte des trois phases. Celles-ci 
incluent de nouveaux moyens de modifier sélectivement l’environnement pro-inflammatoire, de 
moduler l’apprêtement et l’expansion des lymphocytes T du donneur et de manipuler la migration des 
cellules immunitaires effectrices vers les tissus cibles du receveur. HSCT, greffe de cellules souches 
hématopoïétiques; LPS, lipopolysaccharide; TNF-α, facteur de nécrose tumorale alpha; IFN-γ 
interféron gamma; IL, interleukine; SLO, organe lymphoïde secondaire; APC, cellules présentatrices 
d’antigènes; PAMP, motifs moléculaires associés aux pathogènes; DAMP, motifs moléculaires 
associés au danger; TLR, récepteurs de type Toll; NLR, récepteur de type NOD; MHC, complexe 
majeur d’histocompatibilité; mHag, antigène mineur d’histocompatibilité; NK, natural killer; GI, 
gastro-intestinal; Treg, lymphocyte T régulateur; Teff, lymphocyte T effecteur. Reprinted by 
permission from New ways to separate Graft-versus-Host Disease and Graft-versus-Tumour effects 
after allogeneic haematopoietic stem cell transplantation, Kotsiou and Davies, British Journal of 




On a déterminé que les lymphocytes T mémoires n’étaient pas aptes à l’induction de la GvHD, 
potentiellement à cause de leur incapacité de migrer vers les organes lymphoïdes, possiblement 
puisqu’ils n’ont pas les molécules d’adhésion nécessaires, ou encore à cause de leur répertoire de 
récepteur de cellule T (T cell receptor : TCR) très restreint, ou encore une combinaison de ces deux 
hypothèses (71). 
Les dommages causés aux tissus par les lymphocytes T cytotoxiques du greffon initient le recrutement 
de cellules effectrices supplémentaires, comme les cellules NK et les neutrophiles. Les cellules 
nouvellement recrutées dans les tissus cibles de la GvHD contribuent à l’augmentation de l’insulte 
tissulaire et alimente ainsi une boucle d’amplification de la GvHD. L’amplification de l’exposition 
subséquente au LPS mène à la tempête de cytokines caractéristique de la GvHD et amplifie le 
dommage infligé aux cellules, contribuant à l’amplification de la réponse inflammatoire (64). Pour 
cette raison, la GvHD est très difficile à contrôler une fois qu’elle a débutée (17).  
Bien que les lymphocytes T du greffon soient les cellules effectrices du développement de la GvHD, 
les APC qui présentent les antigènes du receveur aux lymphocytes T du donneur, initiant et maintenant 
la GvHD peuvent provenir du greffon comme du receveur (6). Les APC du receveur sont nécessaires et 
suffisantes à l’initiation de la GvHD, puisqu’elles peuvent présenter une grande quantité de peptides 
dérivés de l’hôte (67, 72). La GvHD est ensuite amplifiée grâce aux APC du donneur, présentes au sein 
du greffon, et qui présentent les peptides du receveur par la présentation croisée (73). Bien qu’il n’y ait 
pas de consensus à ce sujet, il semblerait, dans certains cas du moins, que les DC du donneur puissent 
également initier la GvHD (73, 74). 
À la lumière de ces informations, on pourrait être tenté de cibler l’activité des DC du receveur pour 
réduire l’incidence de la GvHD (75). Cependant, les DC sont très robustes, ce qui rend cette solution 
très difficile à atteindre. À preuve, plus de 24 heures après l’irradiation sub-létale des souris, environ 
30% des DC de la rate sont toujours présentes. Malgré un traitement de conditionnement pré-greffe 
myélo-ablatif, les DC persistent et permettent l’activation rapide des lymphocytes T suite à la HSCT, 





1.3.3 L’effet GvL 
Dès 1956, Barnes et Loutit ont observé que la réaction allo-immunitaire responsable de la GvHD 
pouvait être impliquée dans la réponse anti-leucémique (76). Il fallut cependant attendre jusqu’en 1979 
pour que la première preuve clinique de réduction de la rechute de la leucémie soit observée par 
l’équipe de Weiden (77). Plus d’une décennie plus tard, Horowitz et son équipe ont suggéré que les 
lymphocytes T pouvaient être responsables de l’effet bénéfique contre la leucémie lors de la HSCT 
(20), lorsqu’ils ont décrit l’effet GvL sur les cellules résiduelles de la maladie. Ils ont rapidement été 
rejoints par Bacigalupo et son équipe, en 1991 (78), lorsqu’ils ont décrit qu’une immunosuppression 
post-greffe plus agressive augmentait le risque de rechute de la maladie. On a depuis également 
suggéré que les cellules NK, en plus des CTL, pouvaient avoir un rôle important dans la réaction GvL. 
L’implication de ces deux types cellulaires relèverait d’ailleurs des APC du receveur (68), tout comme 
le déclenchement de la GvHD.  
Il est donc de prime importance de développer un traitement permettant de réduire la GvHD, tout en 
maintenant l’effet GvL. À cette fin, deux approches peuvent être envisagées : 1) réduire 
l’environnement pro-inflammatoire chez le receveur, ou 2) tenter d’augmenter la spécificité anti-
tumorale des lymphocytes T du donneur (70). Bien que la déplétion directe des lymphocytes T du 
greffon permette de réduire la GvHD de façon significative, celle-ci est fortement corrélée à la 
réactivation virale et à une hausse des cas d’infection (79). La déplétion en lymphocytes T du greffon 
est difficilement envisageable, puisqu’elle se traduit par une augmentation de l’échec de la greffe, 
d’infections opportunistes, de rechute de la maladie et d’autres complications non-reliées à la rechute 
de la maladie (5, 20, 66, 79). Les cellules responsables des effets GvHD et GvL étant les mêmes, la 
ségrégation de ces deux effets est ardue. Afin de s’y retrouver plus facilement, la contribution de 
chacune des populations cellulaires impliquées dans ces deux effets est résumée dans le Tableau 1.II 
(p.19). En un coup d’œil, on réalise rapidement que les lymphocytes T et les cellules NK possèdent un 




Tableau 1.II – Contribution des populations cellulaires impliquées dans les effets GvHD et GvL 





Cellules effectrices de la GvHD; leur expansion 
irrégulière mène à la GvHD 
(63, 80-82) 
Les CTL du donneur sont les cellules effectrices de l’effet 
GvL, en permettant la réponse immunitaire envers les 
cellules malignes 
(80, 83, 84) 
Cellules NK 
Leur implication dans la GvHD est mitigée : certains les 
catégorisent comme cellules effectrices de la GvHD, alors 
que d’autres ne leur attribuent aucun rôle, ou encore un 
effet protecteur 
(82, 84-89) 
Cellules effectrices de l’effet GvL, elles permettent 
d’éradiquer les cellules malignes, ainsi que les APC 
résiduelles du receveur 
(84, 85, 87) 
APC du 
receveur 
Responsables du déclenchement de la GvHD 
(3, 67, 68, 72, 82, 
90) 
Participent à la présentation antigénique de la tumeur; 
induisent un effet GvL plus fort que les APC du donneur 
(68, 90) 
APC du donneur 
Responsables du déclenchement d’une GvHD modérée 
(68, 73, 74) 
Participent à la présentation antigénique de la tumeur; 
induisent un effet GvL considérable lorsque la charge 




Non seulement les cellules NK contribuent au développement de la GvHD et jouent un rôle primordial 
dans l’effet GvL (Tableau 1.II, p.19), une étude clinique leur attribue également un rôle dans la 
prévention de la GvHD aiguë. En effet, une étude effectuée chez des patients recevant des HSCT 
provenant de donneurs non-apparentés démontre qu’une forte dose de cellules NK au sein du greffon 
est corrélée à une plus faible incidence de GvHD aiguë de grades III-IV (Figure 1.3.2, p.20). Cet effet 





Figure 1.3.2 – Incidence cumulative de la GvHD aiguë de grade III-IV 
selon le nombre de cellules CD56
+
 du greffon et le type de donneur. Un 
nombre élevé de cellules NK réduit l’incidence de GvHD aiguë de grade 
III-IV après une HSCT de cellules de donneur non-apparenté, mais pas 
dans le cas d’un donneur apparenté. Reprinted from Leukemia Research, 
36/6, Tanaka M, Kobayashi S, Numata A et al, The impact of the dose of 
natural killer cells in the graft on severe acute graft-versus-host disease 
after unrelated bone marrow transplantation, 699-703, Copyright (2012), 
with permission from Elsevier. License number 3419010528114. 
 
 
1.3.4 La prophylaxie de la réaction du greffon contre l’hôte 
Au début des années 1970, le premier traitement prophylactique de la GvHD se résumait à l’utilisation 
du methotrexate (MTX), un antagoniste du folate qui peut éliminer les lymphocytes en prolifération 
provenant du donneur (5, 92). La décennie 1980 a apporté un changement majeur à la prophylaxie de la 
GvHD, à savoir l’ajout d’un inhibiteur de la calcineurine qui empêche l’activation des lymphocytes T 
(cyclosporine A (CsA) ou tacrolimus) au traitement de MTX. Ces deux agents sont synergiques et 
s’avèrent plus efficaces pour prévenir la GvHD lorsqu’ils sont jumelés que lorsqu’ils sont utilisés seuls 
(14, 93, 94). Les stéroïdes, grâce à leur activité anti-inflammatoire et anti-lymphocyte (inhibition de la 
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présentation antigénique, de la production de cytokines et de la prolifération (95)) constituent aussi un 
traitement standard pour la prophylaxie de la GvHD et peuvent être utilisés de pair avec les inhibiteurs 
de calcineurine pour une meilleure efficacité (5).  
Puisque l’administration à long terme d’inhibiteurs de calcineurine a des effets toxiques pour le patient 
et affecte le développement des lymphocytes T issus de la reconstitution immunitaire, la 
cyclophosphamide (Cy) est désormais considérée comme traitement prophylaxique de la GvHD. 
Lorsqu’elle est administrée tôt après la HSCT, la Cy agit de façon similaire au MTX, en étant capable 
d’éliminer les lymphocytes T alloréactifs en prolifération (5). 
Malgré les améliorations technologiques des dernières décennies, la majorité des thérapies de 
prophylaxie ou de traitement de la GvHD reposent toujours sur le ciblage des lymphocytes T à large 
spectre, par l’utilisation de stéroïdes, de Cy, d’anticorps et d’inhibiteurs de calcineurine (5, 6), qui ont 
des effets négatifs sur la GvL et la reconstitution immunitaire (17). Les effets secondaires causés par 
les agents immunosuppresseurs ont permis l’introduction de l’utilisation de nouveaux produits pour la 
prophylaxie de la GvHD, comme le mycophenolate mofetil (MMF) et le sirolimus (un inhibiteur de 
mTOR (mammalian target of rapamycin : cible de la rapamycine chez les mammifères)). Le MMF, via 
son métabolite l’acide mycophénolique, et le sirolimus ont le pouvoir d’inhiber la prolifération des 
lymphocytes. Ces deux agents peuvent également agir en synergie avec les inhibiteurs de calcineurine 
pour la prévention de la GvHD (5, 79). En plus de son effet inhibiteur sur les lymphocytes T du 
donneur, le sirolimus peut préserver les cellules de la population de lymphocytes T régulateurs (Treg), 
qui peuvent avoir un rôle positif dans la prévention de la GvHD après la greffe. Toutefois, le sirolimus 
ne devrait pas être utilisé dans les protocoles cliniques de HSCT qui utilisent un conditionnement pré-
greffe myéloablatif à cause de risque élevé de maladie véno-occlusive (5).  
Malgré une prophylaxie adéquate, environ 50% des patients ne répondent pas au traitement et 
développent une GvHD, habituellement dans les deux premiers mois après la HSCT (3, 4, 57, 79). Ces 
patients doivent alors recevoir dans les plus brefs délais le traitement de première ligne pour contrer le 
développement de la GvHD. Celui-ci consiste habituellement en l’administration de stéroïdes et 
d’inhibiteurs de calcineurine, lesquels devraient inhiber la réponse allogénique des lymphocytes T. Ce 
traitement de première ligne est efficace chez environ 50% des patients atteints de GvHD (96), et 
l’efficacité atteint 80% chez les patients pédiatriques (19). S’il y a progression de la GvHD après trois 
jours, qu’il n’y a aucun changement clinique ou biochimique après sept jours, ou lorsqu’il y a une 
réponse incomplète après 14 jours de traitement aux stéroïdes, on parle alors par convention de GvHD 
résistante aux traitements de première ligne (96). Chez ces patients, le pronostic est très mauvais et un 
 22 
 
traitement secondaire est envisagé et nécessaire (79). Bien que plusieurs produits aient été testés lors 
des trente dernières années pour le traitement de la GvHD, nul n’a encore reçu l’approbation de la 
Food and Drug Association (FDA) pour leur utilisation unique dans la prévention ou la thérapie de la 
GvHD (5). À cet effet, il n’existe actuellement aucun traitement consensus. Les patients peuvent donc 
recevoir des thérapies simple ou multiple composées d’immunosuppresseurs (MMF, sirolimus, 
everolimus, pentostatin), d’anticorps mono- ou polyclonaux (globulines anti-thymocytes (anti-
thymocytes globulins : ATG), anti-CD25, anti-TNF-α, anti-CD20, anti-CD52), d’immunomodulateurs 
tels que les cellules stromales mésenchymateuses (mesenchymal stromal cells : MSC), de la 
photophérèse extracorporelle et de la thérapie cellulaire (19, 96). Les traitements secondaires sont 
associés à de hauts taux de toxicité et les patients n’ont habituellement que 20-30% de chances de 
survie (5). Dans un futur proche, on espère pouvoir compter sur des traitements plus personnalisés en 
thérapie cellulaire, ciblant la survie, l’activation et la fonction des lymphocytes T alloréactifs 
permettant de réduire la toxicité ou susceptibilité immunitaire causées par les traitements actuels (17, 
96). 
 
1.4 Les immunoglobulines intraveineuses 
Les immunoglobulines intraveineuses (intravenous immunoglobulin : IVIG) ont fait leur apparition 
dans les protocoles cliniques il y a plus de 50 ans, au départ principalement pour traiter les patients 
immunodéficients atteints d’hypogammaglobulinémie (97). Les applications cliniques des IVIG n’ont 
cessé d’augmenter et de se diversifier lors des dernières années. L’apparition d’applications hors 
d’autorisation de mise sur le marché est en hausse constante, ce qui met une pression énorme sur les 
réserves d’IVIG. La nature biologique des IVIG, un produit dérivé du sang, ainsi que l’absence d’étude 
appropriée validant l’efficacité des IVIG dans la majorité de ces nouvelles applications remettent 
vraiment en question l’utilisation qui en est faite et confirme l’importance primordiale d’élucider leurs 
mécanismes d’action afin de pouvoir optimiser leur utilisation (97, 98). Il y a à peine 30 ans, on 
utilisait près de 300 kg d’IVIG/année mondialement, alors que ce chiffre avait grimpé à plus de 
60 000 kg pour l’année 2007, ce qui représente une dépense de plus de 7,5 milliards de dollars (98, 99). 
Au courant de l’année 2013-2014, ce sont près de 5 880 kg d’IVIG qui ont été distribuées aux centres 




1.4.1 Description du produit 
Les préparations commerciales d’immunoglobulines sont préparées à partir de plasma groupés 
provenant de plusieurs milliers de donneurs sains. Elles consistent donc d’immunoglobuline G (IgG) 
avec une distribution de sous-classes d’IgG, représentative de celle retrouvée dans un sérum humain 
normal et contiennent alors tout un répertoire de régions variables d’anticorps contre des pathogènes et 
antigènes étrangers. On estime qu’une préparation commerciale d’IgG contient probablement plus de 
dix millions d’anticorps spécifiques, majoritairement des anticorps naturels ou anti-idiotypes (99, 103, 
104).  
La préparation commerciale de Gamunex®, celle qui est utilisée dans le cadre de cette thèse, est prête à 
l’utilisation et consiste en une solution contenant de 9-11% de protéines dans un véhicule constitué de 
glycine 0.16-0.24 M, qui assure l’isotonicité et permet la conservation des IgG (105). Au-delà de 98% 
des protéines contenues dans la préparation sont des IgG, et le 2% manquant est constitué de traces 
d’IgA et d’IgM. Le processus de préparation des IVIG se résume à la récolte de plasma, provenant de 
milliers de donneurs sains. Ceux-ci sont groupés et subissent ensuite une série d’étapes qui mène à leur 
purification : fractionnement à l’éthanol froid, précipitation, filtration et chromatographie par échange 
d’ions. Ces étapes de préparation purifient les IgG et permettent également de réduire significativement 
la charge virale potentielle, d’éliminer les facteurs de coagulation sanguine et les agrégats d’IgG qui 
peuvent causer un syndrome de relâche de cytokines. Le pH de la solution est par la suite ramené à un 
niveau bas (pH 4.0-4.3), afin de réduire au maximum la présence des multimères d’IgG. Malgré tout, 
entre 1-15% des IgG sont sous forme dimérique dans les préparations d’IVIG, le plus souvent formées 
par la liaison des extrémités distales du fragment de liaison à l’antigène (Fab) (106-109), et moins de 
1% sous forme d’agrégats (97, 105, 110-112). La proportion de dimères et d’agrégats d’IgG dans les 
préparations d’IVIG peut dépendre de plusieurs facteurs, dont le nombre de donneurs de plasma et 
l’âge de la solution (97, 106). Ces multimères d’IgG en trop grand pourcentage peuvent s’avérer 
dangereux pour les patients en causant l’apparition de graves effets secondaires, tels que la cytotoxicité 
des DC et des réactions anaphylactiques systémiques potentiellement fatales (110, 112, 113). 
Outre l’immense diversité d’anticorps IgG spécifiques à toute une panoplie de virus, bactéries et 
antigènes exogènes, le résultat de la combinaison du répertoire antigénique de chacun des milliers de 
donneurs, les IVIG contiennent également des peptides solubles immunomodulateurs (CD4, CD8, 
HLA) (114, 115). Parmi les nombreux anticorps de la préparation, certains sont dirigés contre des 
cytokines, ce qui peut mener soit à leur neutralisation ou à l’augmentation de leur demi-vie (116, 117). 
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D’autres sont des anticorps agonistes ou bloquants de Fas (CD95), le récepteur du Fas ligand qui 
transduit le signal d’apoptose dans les cellules (118, 119). 
 
1.4.2 Administration du produit 
L’administration des IVIG est normalement bien toléré, mais elle peut toutefois causer des effets 
secondaires tels que des maux de tête (la réaction la plus fréquente chez <20% des patients), frissons, 
nausées, fatigue, malaise, fièvre, anorexie, symptômes de grippe, myalgie, arthralgie, maux de dos et 
augmentation de la pression artérielle chez 5-15% des patients (97, 112, 120-122). Ces effets se font 
habituellement ressentir dans les trente premières minutes d’infusion et peuvent diminuer en réduisant 
le rythme d’infusion (120). Heureusement, les réactions sévères ne se produisent que dans moins de 
1% des infusions (112). En raison de leur usage extensif dans le cadre de thérapies de remplacement 
depuis plus de 30 ans, on sait que l’utilisation des IVIG à long terme n’a pas d’effets indésirables pour 
le patient (123). 
 
1.4.3 Applications du produit acceptées par la FDA 
Les IVIG étaient initialement utilisés à titre de thérapie de remplacement, chez les patients souffrant 
d’immunodéficiences. Avec le temps, on leur a attribué plusieurs autres applications, notamment pour 
le traitement d’un grand nombre de maladies auto-immunes et inflammatoires, énumérées dans le 
Tableau 1.III (p.25). Ainsi, aux États-Unis, plus de 75% des IVIG utilisées en clinique sont 




Tableau 1.III – Clinical Uses of IVIg. Reprinted from Springer and the Journal of 
Clinical Immunology, 27, 2007, 233-245, Intravenous Immunoglobulin: An Update 
on the Clinical Use and Mechanisms of Action, Negi VS, Elluru S, Sibéril S et al, 
Table I, original copyright 2007 (125): with kind permission from Springer Science 
and Business Media. License number 3419030692456. 
A. Replacement (low dose) therapy 
 I. Primary immunodeficiency diseases 
 II. Secondary immunodeficiency 
  B-cell malignancies (CLL, MM) 
  HIV infection 
B. Immunomodulator (high dose) therapy 
 I. Hematological diseases 
  Idiopathic thrombocytopenic purpura (ITP)
a
 
  Acquired immune thrombocytopenias 
  Autoimmune neutropenia 
  Autoimmune hemolytic anemia 
  Parvovirus B19-associated red cell aplasia 
  Antifactor VIII autoimmune disease 
  Acquired von Willebrand’s disease 
 II. Neuroimmunological diseases 
  Guillain-Barré syndrome (GBS)
a
 
  Chronic inflammatory demyelinating polyneuropathy (CIDP)
a
 
  Multifocal motor neuropathy (MMN)
a
 
  Multiple sclerosis 
  Myasthenia Gravis
a
 
  Lambert-Eaton syndrome 
  Stiff person syndrome 
 III. Rheumatic diseases 
  Kawasaki disease
a
 
  ANCA-positive systemic vasculitis 




  Antiphospholipid syndrome 
  Recurrent spontaneous abortions 
  Rheumatoid arthritis and Felty’s syndrome 
  Systemic lupus erythematosus (SLE) 
  Juvenile idiopathic arthritis (JIA) 
 IV. Dermatological diseases 
  Toxic epidermal necrolysis (TEN) 
  Autoimmune skin blistering diseases (BP, PF, PV)
a
 
  Streptococcal toxic shock syndrome 
  Steroid-dependent severe atopic dermatitis 
 V. Other conditions 
  Graft versus host disease
a
 
  Antibody-mediated rejection (AMR) of the graft 
  Sepsis syndrome 
a






Dans les années 1980, les IVIG ont été introduites dans les protocoles cliniques de traitement de la 
GvHD. À cette époque, plusieurs études cliniques contrôlées leur ont attribué un effet prophylactique 
sur le développement de la GvHD. En effet, le recours au traitement à haute dose d’IVIG démontrait 
une nette diminution du taux d’infections virales au CMV, de pneumonies interstitielles, de septicémie, 
de la nécessité de recourir à la transfusion de plaquettes sanguines, ainsi que de l’incidence et la 
sévérité de la GvHD chez les patients âgés de plus de 20 ans recevant une greffe allogénique (126-
130). Toutefois, avec l’amélioration des antimicrobiens disponibles (antifongiques et antibactériens), 
de même que le perfectionnement de la prophylaxie anti-CMV, l’utilisation de traitement à haute dose 
d’IVIG n’est désormais plus associée à la réduction de l’incidence et de la sévérité de la GvHD ou des 
infections (127, 131-133). De plus, leur utilisation est aujourd’hui corrélée avec une augmentation du 
risque de développer une maladie véno-occlusive (131). De pair avec l’absence d’études cliniques 
récentes démontrant clairement l’efficacité des IVIG dans la réduction de l’incidence et sévérité de la 
GvHD, leur disponibilité réduite et leur coût élevé ont forcé la communauté scientifique à remettre en 
question leur pertinence dans les protocoles cliniques de prophylaxie de la GvHD (127, 133, 134).  
 
1.4.4 Les IVIG et leurs récepteurs 
Classiquement, les traitements à faible dose d’IVIG (0,5 g/kg de poids corporel) sont réservés aux 
thérapies de remplacement, tandis que les traitements à haute dose d’IVIG (1-3 g/kg de poids corporel) 
sont considérés anti-inflammatoires et sont donc ainsi réservés aux thérapies de maladies 
immunologiques et inflammatoires. Selon toute probabilité, l’effet immunologique des IVIG n’est pas 
mutuellement exclusif et nécessite un travail synergique de plusieurs mécanismes, notamment la 
modulation de l’expression et la fonction des récepteurs Fcγ (FcγRs), la liaison du fragment 
cristallisable (Fc) des IVIG aux FcγRs exprimés par les cellules du système immunitaire inné, 
l’interférence dans l’activation de la cascade du complément et du réseau des cytokines, la 
neutralisation des auto-anticorps et la régulation de la prolifération cellulaire (97, 124, 125, 135-137). 
De plus, les effets bénéfiques des IVIG dépassent leur durée de vie, suggérant alors qu’elles peuvent 
modifier les composants de l’immunité cellulaire (136, 138). Étant donné la nature du projet de 
recherche présenté, on élaborera ci-dessous sur le mécanisme d’action des traitements d’IVIG à haute 
dose.   
Il existe deux classes de FcγRs : les activateurs, qui sont caractérisés par leurs motifs permettant 
l’activation des immunorécepteurs via une tyrosine (immunoreceptor tyrosine-based activation motif : 
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ITAM), et les inhibiteurs, possédant des motifs permettant l’inhibition des immunorécepteurs via une 
tyrosine (immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif : ITIM). Ces deux classes de récepteurs 
travaillent de concert et sont habituellement co-exprimés à la surface cellulaire (139). Effectivement, 
les récepteurs activateurs sont retrouvés à la surface des monocytes, macrophages, cellules NK, 
mastocytes, éosinophiles, neutrophiles, DC et plaquettes. Le récepteur inhibiteur est par ailleurs 
exprimé par les lymphocytes B, macrophages, neutrophiles, DC et mastocytes (Figure 1.4.1, p.27) (97, 
98, 137, 139-141). Les IVIG peuvent aussi se fixer sur les lymphocytes T, mais pour y parvenir doivent 
emprunter un mécanisme FcγR-indépendant (97), puisque les lymphocytes T n’expriment pas de 
FcγRs. 
 
Figure 1.4.1 – Membres de la famille des récepteurs Fcγ humains. Au-dessous des 
différents récepteurs sont énumérées les populations cellulaires qui les expriment. Les 
structures semi-circulaires de la région extracytoplasmique représentent les domaines 
immunoglobuline-like. Les sous-unités individuelles des Fc récepteurs dans la région 
intracytoplasmique sont identifiées α et γ. Les immunorécepteurs à motif d’activation à 
base de tyrosine sont représentés par les bandes bleues, et l’immunorécepteur à motif 
d’inhibition à base de tyrosine du FcγRIIB est représenté par le cercle rose. Les FcγRIII des 
cellules NK portent une chaîne ζ plutôt qu’une chaîne α. Reproduced with permission from 
Kazatchkine MD, Kaveri SV. Immunomodulation of autoimmune and inflammatory 
diseases with intravenous immune globulin. N Engl J Med. 2001 Sep 6;345(10):747-55., 
Copyright Massachusetts Medical Society. 
Les IVIG peuvent se lier aux cellules du système immunitaire via plusieurs classes de récepteurs : les 
FcγRs, les récepteurs Siglec, les récepteurs lectine de type C et le récepteur Fc néonatal (FcRn).  
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1.4.4.1 Les FcγRs 
Les FcγRs sont aussi bien exprimés à la surface des cellules humaines et murines. La principale 
différence entre les FcγRs humains et murins réside dans le nombre : il existe quatre FcγRs activateurs 
de faible affinité chez les humains, alors que les souris n’en ont que deux (Figure 1.4.2, p.29) (141). 
Mis à part cette différence en nombre, les systèmes humain et murin présentent tous deux des 
récepteurs de forte et faible affinité. Puisque les FcγRIIA, FcγRIIC, FcγRIIIA, FcγRIIIB et FcγRIIB 
sont tous des récepteurs de faible affinité et de spécificité comparable, ceux-ci peuvent tous être 
engagés simultanément sur une cellule unique, ce qui dicte le seuil d’activation cellulaire et la 
magnitude de la réponse des cellules effectrices suite à la liaison des IgG aux récepteurs (97, 139). Les 
FcγRs, à l’exception du FcγRI, ont une faible affinité pour les IgG monomériques et préfèrent se lier à 
des complexes immuns (IgG multimériques), ce qui mène à leur activation (97), après quoi ils peuvent 
exhiber des phénotypes cellulaires caractéristiques, tels que la dégranulation, la phagocytose, la 
cytotoxicité à médiation cellulaire dépendante des anticorps (antibody-dependent cell-mediated 
cytotoxicity : ADCC), la transcription de gènes de cytokines et la libération de médiateurs 
inflammatoires (139). Autant chez les humains que chez la souris, le FcγRI est le seul récepteur 
activateur de haute affinité, alors que FcγRIIB/FcγRIIb est le seul récepteur inhibiteur (Figure 1.4.2, 
p.29). Plusieurs études indiquent que ces récepteurs ont un rôle dans les propriétés anti-inflammatoires 





Figure 1.4.2 – La famille des FcγRs murins et humains. Ci-haut sont présentées les familles de 
FcγRs murin et humain, qui comprennent plusieurs récepteurs activateurs et un récepteur inhibiteur. 
Chez les humains, mais pas chez les souris, un FcγR ancré au glycosylphosphatidylinositol (GPI) est 
exprimé exclusivement sur les neutrophiles. Le récepteur Fc néonatal (FcRn) est responsable de la 
longue demi-vie des IgG et appartient à la famille des molécules du CMH de classe I. La protéine 1 
reliée au DC-SIGN murin (SIGNR1) et son orthologue humain, la protéine non-intégrine liée à 
l’ICAM3 spécifique aux DC (DC-SIGN) sont également des protéines qui peuvent se fixer aux IgG et 
peuvent être considérées comme des FcγRs d’IgG glycoforme-spécifique. On dénote également sur 
cette figure les résultats fonctionnels de la liaison de l’IgG à chaque récepteur. Reprinted and 
translated by permission from Macmillan Publishers Ltd : Nature Reviews Immunology (97), copyright 
(2013). License number 3419031361245. 
 
1.4.4.2 Les récepteurs Siglec 
Les cellules hématopoïétiques, qui pour la majeure partie n’expriment pas de FcγRs à leur surface, 
possèdent en revanche les protéines Siglec, qui sont impliquées dans des mécanismes de signalisation 
cellulaire. Celles-ci peuvent lier les ligands glycans possédant des acides sialiques, telles que les IVIG 
(144). Des anticorps naturels dirigés contre les Siglec présents dans les préparations d’IVIG peuvent 
alors contribuer à leurs mécanismes anti-inflammatoires (145). 
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1.4.4.3 Les récepteurs lectine de type C 
Un autre type de récepteur des IgG est le récepteur lectine de type C (Figure 1.4.2, p.29). Chez les 
souris, ce récepteur est désigné SIGNR1 et est retrouvé au niveau des macrophages spléniques de la 
zone marginale (144). Son orthologue humain, le DC-SIGN, est par ailleurs retrouvé au niveau des DC. 
Bien que la spécificité de liaison des IgG à ces deux récepteurs soit la même, cette différence de 
localisation cellulaire peut expliquer la différence observée sur l’effet protecteur des IVIG chez ces 
deux espèces (135). 
 
1.4.4.4 Les FcRn 
Le dernier type de récepteur des IgG, le récepteur FcRn (Figure 1.4.2, p.29), est majoritairement 
responsable de l’extension de la demi-vie des IgG (97). Bien que la demi-vie des IVIG infusées chez 
des hôtes immunocompétents soit de trois semaines (97, 125, 137), celle-ci baisse drastiquement à six 
jours chez les patients de HSCT, ce qui peut être attribué à un catabolisme accru des protéines, à la 
GvHD, ou à une combinaison de ces deux événements (132). Suite à leur liaison sur les FcRn, les IVIG 
sont endocytées et retournées à la surface cellulaire, ce qui peut expliquer les fortes doses requises pour 
observer une activité thérapeutique (97, 137). En se liant aux FcRn, les IVIG les saturent ce qui 
augmente le catabolisme des auto-anticorps inflammatoires (146). Par contre, puisque la liaison des 
IVIG à ces récepteurs est glycan-dépendante (Figure 1.4.3, p.31) (98, 146), il est très peu probable que 




Figure 1.4.3 – Mécanismes d’action des IVIG dépendant des fragments F(ab')2 et Fc. Voici un 
résumé des différents mécanismes d’action qui sont impliqués dans l’immunomodulation médiée par 
les IVIG. Les mécanismes F(ab’)2-dépendant incluent : l’élimination des cellules cibles par cytotoxicité 
à médiation cellulaire dépendant des anticorps (ADCC), le blocage des interactions intercellulaires 
médiée par les récepteurs de surface cellulaire, tels que le CD95 et le CD95 ligand (CD95L); la 
neutralisation des cytokines; la neutralisation des auto-anticorps par les anticorps anti-idiotypes; le 
piégeage des anaphylatoxines C3a et C5a. Les mécanismes Fc–dépendant incluent : la saturation du 
récepteur néonatal (FcRn); l’expansion des lymphocytes T régulateurs (Treg); le blocage de la liaison 
des complexes immuns aux FcγRs de faible affinité; la modulation de l’activation des DC via le 
FcγRIII; la modulation de l’expression des FcγRs activateurs et inhibiteur sur les cellules immunitaires 
effectrices et les lymphocytes B. Reprinted and translated by permission from Macmillan Publishers 




1.4.5 Les fragments des IVIG 
Les IVIG possèdent deux fragments distincts qui peuvent être impliqués dans leur mécanisme 
d’action : le fragment F(ab’)2, avec ses millions de spécificités uniques, et le fragment Fc qui se fixe 
aux FcγRs. Ces deux types de fragments peuvent contribuer aux activités anti-inflammatoire et 
immunomodulatrice des IVIG (Figure 1.4.3, p.31 et Tableau 1.IV, p.32) (97).  
Tableau 1.IV – Activités anti-inflammatoire et immunomodulatrice 
potentielles des IgG. Reproduced with permission from Gelfand EW. 
Intravenous immune globulin in autoimmune and inflammatory diseases. N 
Engl J Med. 2013 Feb 21;368(8):777, Copyright Massachusetts Medical 
Society. 
Activités médiées par le fragment Fab 
Suppression ou neutralisation des auto-anticorps 
Suppression ou neutralisation des cytokines 
Neutralisation des composants activés du complément 
Restauration des réseaux idiotype-anti-idiotype 
Blocage de la fixation des molécules d’adhésion des leucocytes 
Ciblage de récepteurs de surface spécifiques des cellules immunitaires 
Modulation de la maturation et fonction des DC 
Activités dépendante du fragment Fc 
Blocage du FcRn 
Blocage des FcγRs activateurs 
Augmentation de l’expression du FcγRIIB inhibiteur 
Immunomodulation par les IgG sialylées 
 
 
1.4.5.1 Le fragment F(ab’)2 de l’IgG 
Tel que démontré sur la Figure 1.4.3 (p.31), du fragment F(ab’)2 peut se lier aux fragments 
potentiellement dommageables du système du complément, prévenant du coup la formation du 
complexe d’attaque membranaire et lors des étapes subséquentes, le dépôt des composants activés sur 
leur cible, ce qui prévient la destruction cellulaire ainsi que l’inflammation excessive (137, 147, 148). 
Les IVIG peuvent également accélérer la décomposition de la molécule C3b du complément vers sa 
forme inactive, iC3b, ce qui halte les dommages causés par les complexes immuns (149). 
Le fragment F(ab’)2 des IVIG est également capable de supprimer la différenciation et l’amplification 
des lymphocytes Th17, ainsi que la production des cytokines Th17 (IL-17A, IL-17F, IL-21 et CCL20) 
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en inhibant la forme phosphorylée de Stat3 (150). Puisque ces cellules peuvent s’infiltrer dans les 
organes cibles de la GvHD et contribuent ainsi à son développement, leur inactivation par les IVIG est 
un événement favorable dans la prévention de la GvHD par les IVIG (150-152). 
En se fixant à certaines molécules de surface cellulaire, les fragments (Fab’)2 peuvent bloquer des 
récepteurs cellulaires, ou encore déclencher de l’ADCC, réduisant ainsi l’activation des cellules 
pouvant causer des maladies (97). 
 
1.4.5.2 Le fragment Fc de l’IgG 
La plupart des études effectuées sur les IVIG ont toutefois suggéré que la partie active de la préparation 
réside sur le fragment Fc des IgG. Ceci implique donc un effet sur les FcγRs, plutôt qu’un effet 
neutralisant du fragment F(ab’)2 (153). Toutefois, la piste de mécanisme anti-inflammatoire qui a été la 
mieux décrite dans la littérature est sûrement celle de la modulation de l’expression du FcγRIIb, ou du 
nombre de cellules myéloïdes exprimant le FcγRIIb, qui serait impliqué dans les mécanismes 
d’immunomodulation (142, 144, 146, 154-163).  
Les IVIG, en se fixant aux macrophages régulateurs de la rate, enclenchent un mécanisme suppressif 
qui atténue l’habileté des macrophages effecteurs à répondre aux IgG qui se fixent aux FcγRs 
activateurs. Ce mécanisme suppressif fonctionne en augmentant le seuil d’activation des FcγRs 
activateurs, en augmentant l’expression du FcγRIIb sur les cellules, ou encore en augmentant le 
nombre de cellules exprimant le FcγRIIb (98), inhibant du coup l’inflammation IgG-dépendante (140, 
160). Tout récemment, certains ont émis l’hypothèse que l’effet anti-inflammatoire des IVIG pourrait 
également réduire l’expression des FcγRs activateurs sur les cellules myéloïdes et NK, autant dans les 
systèmes humain que murin (154, 164). Toutefois, la nécessité absolue du FcγRIIb dans le rôle anti-
inflammatoire des IVIG est remise en question dans les modèles murins (142, 144, 155, 156, 158). De 
plus, les IVIG ne peuvent altérer l’expression du FcγRIIB à la surface des DC humaines, ni le niveau 
de leur transcrits dans les monocytes humains. Pour ces raisons, leur implication dans le mécanisme 




1.4.6 Mécanisme anti-inflammatoire FcγRIIb-dépendant des IVIG 
Toutes les études qui attribuent un rôle anti-inflammatoire aux IVIG par le mécanisme de modulation 
de l’expression du FcγRIIb s’entendent pour dire que la glycosylation des IVIG est un paramètre 
crucial (168). Récemment, Anthony et al ont toutefois suggéré un mécanisme de type Th2 impliquant 
l’IL-4, l’IL-4R et l’IL-33 dans l’augmentation de l’expression à la surface cellulaire du FcγRIIb (158).  
Dans les préparations commerciales d’IVIG, le motif de glycosylation du fragment Fc des IgG est très 
hétérogène. Il existe donc plus d’une trentaine de glycovariants pour chaque classe d’IgG (169). Cette 
glycosylation est très importante dans le rôle des IVIG, car elle permet le maintien de la conformation 
ouverte des chaînes lourdes du fragment Fc des IgG, qui est absolument nécessaire pour l’interaction 
entre les IgG et les FcγRs (140, 158).  
Un glycovariant d’IgG en particulier porte un résidu d’acide sialique de structure en conformation α-
2,6 biantennaire complexe sur le glycan à la position Asn297 du fragment Fc (Figure 1.4.4, p.35). Ce 
glycovariant peut se fixer aux récepteurs de type lectine C (DC-SIGN et SIGNR1), lui conférant du 
coup un rôle dans le mécanisme anti-inflammatoire (97, 98, 135, 144, 158, 170, 171).  
Un argument de taille dans l’attribution d’un rôle anti-inflammatoire au motif de sialylation des IVIG 
réside dans l’activité observée avec l’utilisation de lots d’IVIG aglycosylées et asialylées. Sans cette 
conformation particulière, les IVIG ne démontrent plus aucun effet anti-inflammatoire (158, 168), ce 
qui est cependant aujourd’hui contesté par d’autres études (172-175). Néanmoins, des préparations 
recombinantes du fragment Fc sialylées en conformation biantennaire α-2,6 répliquent les effets anti-
inflammatoires observés avec les préparations d’IVIG (170). De plus, ce glycovariant sialylé des IVIG 
possède une affinité réduite pour les FcγRs (Figure 1.4.5, p.36) réduisant ainsi leur efficacité lors du 




Figure 1.4.4 - IgG et la structure du glycan Fc. (A) La structure en forme de 
Y de l’anticorps humain b12 IgG1 (numéro PDB 1HZH montrée en utilisant 
FirstGlance dans Jmol). La structure de la protéine est affichée en 
conformation de ruban, avec un remplissage de l’espace représentant le glycan 
(177). Les chaînes lourde et légère de la protéine IgG se combinent pour 
former le fragment Fab qui se fixe aux antigènes, alors que la chaîne lourde 
s’extend pour former le fragment Fc, qui est responsable d’initier les fonctions 
effectrices. (B) Le glycan complètement transformé possède une structure 
biantennaire complexe. Le noyau de la structure à l’intérieur de la boîte est 
composé de N-acétylglucosamine (carrés bleus) et de mannose (cercles verts). 
Le glycan central peut être modifié par l’addition de fucose (triangle rouge), 
de N-acétylglucosamine bissectrice, et les deux bras, définis par les liens 
mannose α1,3 et α1,6, peuvent être allongés par l’addition de galactose 
(cercles jaunes), et d’acide sialique (losanges roses). Reprinted with 
permission from Novel roles for the IgG Fc glycan, Anthony RM, Wermeling 
F, Ravetch JV, Annals of the New York Academy of Sciences, 1253, copyright 





Figure 1.4.5 – La composition du Fc glycan dicte l’affinité au FcγR. Gamme de 
constante d’association approximative (Ka en M
-1
) des FcγRs activateurs, inhibiteur, 
anti-inflammatoire pour plusieurs glycoformes d’IgG1 humains. N-acétylglucosamine 
(carrés bleus), mannose (cercles verts), fucose (triangles rouges), galactose (cercles 
jaunes), acide sialique (losanges roses). Reprinted with permission from Novel roles for 
the IgG Fc glycan, Anthony RM, Wermeling F, Ravetch JV, Annals of the New York 
Academy of Sciences, 1253, copyright © 2012 New York Academy of Sciences. License 
number 3419040303365. 
 
Puisque seulement 2-4% de la préparation d’IVIG possède cette conformation spécifique de sialylation 
(170), ceci peut expliquer le besoin d’une haute dose d’IVIG pour obtenir un effet anti-inflammatoire 
(158, 170) et un effet favorable contre la GvHD (131, 146, 178). Cette hypothèse de mécanisme 
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d’action des IVIG est d’autant plus supportée par la faible affinité des monomères d’IgG pour les 
FcγRs. Bien que certaines équipes de recherche croient qu’il soit peu probable que l’activité anti-
inflammatoire des IVIG découle de la saturation des FcγRs activateurs, ce qui empêcherait ainsi la 
fixation de complexes immuns d’anticorps pathogéniques sur les cellules effectrices innées, et donc 
leur activation (98, 144, 146, 158), d’autres démontrent plutôt que les IVIG peuvent saturer les FcγRs 
activateurs et ainsi dispenser leur effet anti-inflammatoire (143) ou inhibiteur de la phagocytose (175).  
 
1.4.7 Dimères d’IVIG 
Un autre mécanisme d’action potentiel des IVIG qui expliquerait la nécessité de recourir à de si fortes 
doses afin d’observer un effet anti-inflammatoire repose sur la formation de dimères dans les 
préparations commerciales d’IVIG. En effet, la combinaison de plasmas provenant de milliers de 
donneurs mène à la formation de dimères via les interactions idiotypes-anti-idiotypes (111, 135, 179). 
Ces dimères peuvent constituer un élément anti-inflammatoire, absent chez les individus sains (136), ce 
qui peut contribuer à expliquer l’effet observé suite à l’administration des IVIG, mais pas chez la 
population générale. De plus, le faible pourcentage de dimères d’IgG dans les préparations d’IVIG 
explique le besoin d’une forte dose pour obtenir l’effet anti-inflammatoire. 
 
1.4.8 Effet des IVIG sur les lymphocytes T 
Un dernier mécanisme d’action des IVIG réside dans leur capacité de supprimer les réponses 
cellulaires T, qu’elles soient mono- ou polyclonale (143, 180, 181), et peut avoir lieu autant dans la 
phase d’apprêtement que dans la phase effectrice (113). Cette réduction de la réponse T par les IVIG 
est telle qu’elle atteint parfois les niveaux habituellement obtenus avec les inhibiteurs de calcineurine 
(182). Plusieurs mécanismes peuvent être impliqués dans cette régulation de la réponse T par les IVIG. 
Parmi ceux-ci, l’inhibition de la production de cytokines et de leurs antagonistes (137, 182-192), la 
suppression de la prolifération et de l’activation des cellules, laquelle est mue par la régulation à la 
baisse du CD25 et l’induction de l’apoptose des lymphocytes T (113, 182-184, 190, 193, 194). Dans 
les cas d’apoptose, celle-ci peut être induite par la voie des protéases et caspases ou par les anticorps 
Fas contenus dans les préparations d’IVIG (119, 195-197). 
Puisque les lymphocytes T n’expriment pas de FcγRs, les IVIG n’agissent vraisemblablement pas via 
leur fragment Fc (193). Il est donc beaucoup plus raisonnable d’imaginer que l’inhibition de 
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l’activation et de la prolifération soit conséquente de l’activité des IVIG sur les APC, en réduisant leur 
capacité de présentation antigénique (139, 143), tout probablement par un mécanisme de compétition 
entre les complexes immuns et les IVIG pour les sites de liaison libres des FcγRs activateurs des APC. 
La liaison d’IVIG sur ces sites réduit alors effectivement la capacité de présentation des APC, inhibant 
du même coup le niveau d’activation et la prolifération des lymphocytes T (143, 193, 198, 199). 
Les DC sont une importante population d’APC qui ont la capacité de fixer les IVIG et qui sont 
largement impliquées dans l’activation des lymphocytes T et le développement de la GvHD (139). La 
fixation des IVIG sur les DC se traduit par l’inhibition de leur maturation, supportant leur capacité à 
stimuler les lymphocytes T allogéniques (126, 182, 197), un mécanisme qui implique les fragments Fc 
et F(ab’)2 (197). Les DC régulent habituellement à la hausse l’expression des molécules du CMH de 
classe II, ainsi que plusieurs molécules de costimulation (CD1a, CD40, CD80, CD83, CD86, HLA-
DR) (200). Lorsque les IVIG se fixent aux DC, l’expression des molécules de costimulation CD40 et 
CD80 est inhibée (182) et la modulation de la sécrétion des cytokines IL-10 et IL-12 est altérée (197, 
199), ce qui affecte ultimement leur capacité de signalisation via le TCR, et donc leur aptitude à activer 
les lymphocytes T (197, 201-206). Les IVIG ont également le pouvoir d’éliminer les DC par mort 
cellulaire (126, 182, 197), ce qui contribue à la réduction de la stimulation cellulaire T. Ainsi, 
l’altération par les IVIG de la maturation des DC peut avoir un très grand impact sur le développement 
et la prévention de la GvHD (74, 201, 207, 208). 
Bien que les lymphocytes T n’expriment pas de FcγR (137), les IVIG peuvent néanmoins s’y fixer 
(209), notamment via le TCR, ce qui contribue à réduire leur activation (210). De plus, des évidences 
suggèrent qu’elles peuvent également se fixer à la sous-population des Tregs par un mécanisme FcγR-
indépendant, impliquant probablement plutôt le TCR ou un récepteur activateur portant un ITAM 
(138). La liaison des IVIG aux Tregs permettrait d’augmenter leurs fonctions suppressives et leur 
prolifération (211, 212). Ces cellules sont caractérisées par leur capacité à supprimer les lymphocytes T 
effecteurs impliqués dans le processus inflammatoire, et ce de façon antigène spécifique, via un 
mécanisme contact-dépendant (211). Ainsi, elles jouent un rôle important dans le maintien de la 
tolérance immunitaire (211, 212). Leur augmentation suite au traitement aux IVIG peut contribuer à 
restaurer cette tolérance chez les patients (213), qui peut ensuite inhiber l’activation des lymphocytes T 
alloréactifs (214). Le traitement aux IVIG peut neutraliser les cytokines inflammatoires, ce qui favorise 
l’expansion des Tregs (215).  
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1.4.9 Effet sur les cellules NK 
L’effet des IVIG sur les DC a non seulement des répercussions sur l’activation des lymphocytes T, 
mais également sur l’activation des cellules NK. Ainsi, l’interaction entre les DC traitées avec les IVIG 
et les cellules NK semble être bidirectionnelle : les cellules NK peuvent dicter la lyse par ADCC 
(FcγRIII-dépendante), l’inhibition ou la maturation des DC, et inversement, les DC peuvent contribuer 
à activer ou inhiber la fonction des cellules NK (113). La lyse par ADCC des DC par les cellules NK 
activées par les IVIG contribue à la réduction des APC disponibles pour l’activation des lymphocytes 
T, ce qui diminue effectivement l’apprêtement des lymphocytes T, c’est-à-dire leur activation (113), ce 
qui peut diminuer le développement de la GvHD. Dans leur modèle, Tha-In et al ont rapporté qu’afin 
d’obtenir une activation complète avec prolifération des cellules NK dans leur système de coculture 
DC-NK, les DC devaient être traitées avec des dimères ou multimères d’IVIG. Les DC ainsi traitées 
sont par la suite en mesure d’activer les cellules NK. Cependant, afin de subir une prolifération suite à 
leur activation, ces NK doivent être en présence des lymphocytes T (113). 
Un recensement de la littérature scientifique souligne toutefois des observations contradictoires au 
sujet des effets des IVIG sur les cellules NK. Dans un premier temps, les études portant sur les 
avortements spontanés répétitifs rapportent une baisse du pourcentage de cellules NK, ainsi que de leur 
activité fonctionnelle suite au traitement aux IVIG, permettant ainsi aux femmes traitées avec IVIG de 





 est dépendante de la dose d’IVIG infusée, et est probablement indépendante des 
agrégats du fragment Fc (229). 
En deuxième lieu, une étude sur des patients atteints de la maladie de Kawasaki rapporte que les 
traitement avec haute dose d’IVIG permet de restaurer après une période de trois jours le nombre et 
l’activité des cellules NK dans le sang périphérique à un niveau normal, probablement par la 
modification des facteurs impliqués dans l’homéostasie des cellules NK (230).  
À la lumière de ces informations, on peut donc conclure que le mécanisme d’action des IVIG sur les 
cellules NK est complexe et est dépendant de la dose qui est administrée. On croit également qu’une 
des facettes de leurs mécanismes d’actions repose sur leur liaison via le fragment Fc aux FcRs 
exprimés à la surface des cellules NK (130). La haute dose d’IVIG infusée pourrait également être la 
source de compétition pour les sites de liaison sur le FcγRIII (CD16), empêchant la liaison du fragment 




1.5 Les modèles murins xénogéniques 
Les modèles murins sont utilisés en recherche depuis plusieurs décennies. L’utilisation d’un modèle 
vivant, par opposition au recours aux essais de culture cellulaire in vitro, permet de mettre en évidence 
de façon plus physiologique les effets des composés testés et donc ainsi d’approfondir les 
connaissances sur l’effet de nouveaux médicaments et le développement de certaines maladies. Plus 
récemment, avec le développement de plusieurs souches murines immunodéficientes, on a pu 
améliorer les modèles murins existants et augmenter la pertinence de leur utilisation dans les essais 
pré-cliniques (232). En effet, l’humanisation des modèles murins permet d’étudier l’effet des 
médicaments et les interactions intercellulaires sur des cellules humaines, plutôt que des cellules 
murines qui peuvent agir différemment de leur homologue humain. Ainsi, il est devenu possible de 
tester la réponse de cellules humaines à un médicament donné dans un contexte physiologique, grâce 
aux modèles murins humanisés ou xénogéniques. 
 
1.5.1 Les souris scid 
La première avancée technologique qui a permis le développement de souches murines 
immunodéficientes fut l’avènement de la mutation Prkdcscid (severe combined immunodeficiency : 
scid - immunodéficience combinée grave) chez les souris CB17. Cette mutation élimine efficacement 
le développement des lymphocytes T et B. Les souris conservent toutefois leurs cellules NK et 
conservent une certaine immunité, ce qui limite la prise de greffe des cellules injectées (232, 233). Afin 
de remédier à ce contretemps, on utilise l’anticorps anti-asialo-GM1 et à l’irradiation des animaux, afin 
de diminuer ou d’éliminer l’activité des cellules NK (234), ce qui contribue à améliorer le modèle. 
 
1.5.2 Les souris NOD/scid 
Par la suite, des modèles de souris NOD/scid ont été développés, obtenus en croisant des souris scid à 
des souris de fond génétique NOD (non obese diabetic – diabétique non-obèse). Les souris NOD 
possèdent des macrophages défectueux et des cellules NK de moindre activité que les souris normales. 
Les souris provenant du croisement de souris NOD et scid possèdent donc des déficiences de 
l’immunité innée, ainsi qu’une fonction NK amoindrie et des macrophages défectueux, leur permettant 
donc d’accepter avec une plus grande efficacité les greffes de cellules humaines (232). De plus, les 
souris NOD/scid sont moins sujettes à la fuite lymphocytaire qui se produit lorsque les souris scid 
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vieillissent, ce qui peut compromettre l’immunodéficience et la capacité de prise de greffe humaine de 
ces souris (235). Malgré tout, ces modèles n’étaient toujours pas parfaits et nécessitaient toujours 
l’irradiation subléthale des souris avant l’injection des cellules. De plus, l’injection de doses massives 
de cellules mononucléées de sang périphérique humain (human peripheral blood mononuclear cells : 
huPBMCs) est nécessaire dans ce modèle pour induire de la GvHD, qui par surcoît ne se déclare pas de 
façon reproductible (232). Ces souris ont d’autant plus propension à former des tumeurs spontanément, 
notamment des lymphomes thymiques. Ces tumeurs, de pair avec la fuite lymphocytaire dont ces 
souris souffrent toujours réduisent considérablement leur espérance de vie (234, 236). Il y avait donc 
une nécessité de développer de meilleurs modèles, ce qui a été fait en utilisant une nouvelle souche 
murine.  
 
1.5.3 Les souris RAG2
nullIL2rγnull 
Tout comme la mutation scid, la mutation du gène rag2 (recombination activating gene 2 - gène 
activateur de la recombinaison 2) permet d’éliminer les lymphocytes T et B (234). En croisant des 
souris Rag2
null
 à des souris IL2rγnull, on obtient des souris ne possédant ni lymphocytes T, B ou cellules 
NK, ni ne pouvant effectuer de signalisation cellulaire via la chaîne γ du récepteur de cytokines 
(IL2rγ), c’est-à-dire utilisant les IL-2, -4, -7, -9, -15 et -21 (237). Les souris RAG2nullIL2rγnull ont cet 
avantage vis-à-vis des souris NOD/scid qu’elles ne souffrent pas de fuite lymphocytaire ou de 
formation de tumeurs spontanée (232). La plus grande immunodéficience de ce modèle 
comparativement aux modèles précédents (scid et NOD/scid) permet une plus grande prise de greffe 
des cellules humaines, malgré qu’il faille toujours irradier les souris préalablement à l’injection de 
fortes doses de cellules humaines (232). Le modèle peut davantage être amélioré par le recours aux 
liposomes contenant du clodronate afin d’éliminer les macrophages murins, et ainsi améliorer la prise 
de greffe (234). Cette souche de souris hautement immunodéficiente n’est malheureusement pas 
appropriée pour le développement d’un modèle de souris humanisée. L’absence d’interaction 
fonctionnelle entre le SIRPα (signal regulatory protein α) murin exprimé par les cellules phagocytaires 
de ces souris, et son ligand, le CD47 humain exprimé par les cellules hématopoïétiques humaines, nuit 
à la prise de greffe, ainsi qu’à l’homéostasie des lymphocytes T et cellules NK humaines lors de la 




1.5.4 Les souris NOD/scid-IL2Rγ-/- (NSG) 
Les souris IL2Rγ-/- ont également été croisées avec les souris NOD/scid décrites précédemment, 
donnant lieu aux souris NOD/scid-IL2Rγ-/- (NSG), lesquelles sont hautement immunodéficientes. En 
effet, ces souris n’ont ni lymphocytes T, B, cellules NK, signalisation via les cytokines de la chaîne γ, 
ainsi que des macrophages et DC aux fonctions réduites (236, 237), ce qui représente une nette 
amélioration versus les modèles précédents, permettant ainsi une bien meilleure prise de greffe des 
cellules humaines injectées, en raison de la plus haute immunodéficience du modèle murin (239). Tout 
comme pour les souris RAG2
nullIL2rγnull, les souris NSG sont résistantes au développement de 
lymphomes et peuvent donc survivre à plus long terme, même après leur irradiation sub-létale (236). 
Ainsi, dans ce modèle hautement immunodéficient, il est possible d’obtenir un très haut taux de prise 
de greffe suite à l’injection de huPBMCs. Suite à l’irradiation sub-létale, l’injection d’au moins 2,5x106 
huPBMCs par la voie intraveineuse (i.v.) ou de 10
7
 huPBMCs par la voie intrapéritonéale (i.p.) permet 
d’induire une GvHD xénogénique avec infiltration de cellules humaines dans les organes cibles de la 
GvHD, et qui est accompagnée des symptômes caractéristiques (perte de poids, anémie, baisse du 
compte de plaquettes) dans 100% des souris injectées (232, 239-241). 
 
1.6 Problématique du projet de recherche 
Malgré le suivi rigoureux des traitements pré-greffe et de prophylaxie dans les protocoles cliniques de 
HSCT, de nombreux patients continuent de développer de la GvHD et un trop grand nombre en meurt 
toujours. Il est donc impératif d’améliorer les traitements de prophylaxie, ainsi que les traitements de 
première ligne une fois la GvHD déclenchée, afin d’augmenter le taux de survie post-greffe et de 
diminuer le taux de complications post-HSCT, lesquelles sont aussi souvent mortelles pour le patient.  
À ce jour, la majorité des traitements se résument à l’usage d’immunosuppresseurs, afin de réduire 
l’activation des lymphocytes T, effecteurs de la GvHD. Par contre, le recours aux agents 
immunosuppressifs retardent la reconstitution immunitaire chez les patients post-HSCT, ce qui les 
maintient dans un état immunosupprimé, donc vulnérable, à de maintes infections (bactériennes, 
fongiques, virales). Les patients ne bénéficient donc pas d’une bonne qualité de vie, en plus de courir 
un haut risque de mourir, soit de GvHD, soit de complication post-greffe non-reliée à la GvHD, mais 
influencée par l’état immunosupprimé dans lequel les patients se trouvent.  
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Le développement de thérapies immunomodulatrices, contrairement aux thérapies 
immunosuppressives, ont le potentiel de contrôler le développement de la GvHD, sans toutefois mettre 
en péril la reconstitution du système immunitaire du patient. Les IVIG, de par leurs propriétés 
immunomodulatrices, pourraient constituer un traitement prometteur pour la prévention de la GvHD. 
De surcroît, puisque les IVIG sont utilisées depuis plus de 30 ans dans divers protocoles cliniques, la 
découverte de leur utilité dans la prévention de la GvHD pourrait rapidement être suivie de leur mise 
en application dans les protocoles cliniques de traitement. 
 
1.7 Objectifs du projet de recherche 
L’objectif principal de cette thèse est de déterminer le potentiel immunomodulateur des IVIG dans un 
modèle pré-clinique murin xénogénique de GvHD. Si l’utilisation des IVIG permet la prévention de la 
GvHD, l’objectif suivant est de déterminer le mécanisme d’action privilégié dans ce modèle. 
 
1.8 Hypothèses de recherche 
En se basant sur les connaissances acquises suite à l’utilisation extensive des IVIG dans le traitement 
de plusieurs maladies immunitaires et inflammatoires, on émet l’hypothèse que les IVIG peuvent 
moduler la réponse immunitaire suivant la HSCT et ainsi réduire l’intensité et l’incidence de la GvHD. 
De plus, cette modulation de la réponse immunitaire ne serait pas accompagnée d’un effet négatif sur la 
qualité et la rapidité de la reconstitution immunitaire chez les patients. 
 




2.1 Mise en contexte du premier article 
Le premier objectif dans la réalisation de ce projet de recherche est de déterminer si l’administration à 
haute dose d’IVIG dans un modèle murin xénogénique de GvHD permet la réduction de son incidence 
ou de sa sévérité. À cet effet, on a d’abord développé un modèle fiable et reproductible de GvHD 
xénogénique, en ayant recours aux souris hautement immunodéficientes NSG, dans lequel on a 
également démontré l’efficacité des traitements immunosuppresseurs contre les lymphocytes T, 
responsables du déclenchement de la GvHD. Une fois la validité du modèle expérimental établi, on a 
pu utiliser ce modèle afin de tester l’efficacité des IVIG à haute dose dans la prévention de la GvHD.  
Les souris NSG pouvant également être utilisées afin de développer un modèle de reconstitution de 
cellules immunitaires humaines, il a été possible d’évaluer l’effet des traitements immunosuppresseurs 
et des IVIG à haute dose sur la qualité et la cinétique de la reconstitution immunitaire, ce qui représente 
un paramètre crucial dans la rémission des patients qui reçoivent une HSCT.  
Le détail de tous ces travaux est décrit dans l’article "Use of immunoglobulins in the prevention of 
GvHD in a xenogeneic NOD/scid/γc- mouse model" par J Gregoire-Gauthier, L Durrieu, A Duval, F 
Fontaine, MM Dieng, M Bourgey, N Patey-Mariaud de Serre, I Louis et E Haddad, qui a été publié 
dans la revue Bone Marrow Transplantation en 2012. 
J Gregoire-Gauthier, F Fontaine, I Louis et E Haddad ont élaboré les plans expérimentaux. J Gregoire-
Gauthier a effectué toutes les expériences, aidée à l’occasion par L Durrieu, A Duval, F Fontaine et 
MM Dieng. J Gregoire-Gauthier, L Durrieu, A Duval, F Fontaine, MM Dieng, I Louis et E Haddad ont 
tous participés à l’analyse des résultats. M Bourgey a contribué à l’analyse statistique des résultats et N 
Patey-Mariaud de Serre a effectué les analyses histologiques. J Gregoire-Gauthier et E Haddad ont 
rédigé l’article.  
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The efficacy of Intravenous Immunoglobulins (IVIG) in preventing Graft versus Host Disease (GvHD) 
has not been definitely demonstrated clinically. Using a xenogenic model of GvHD in NOD/SCID/γc- 
(NSG) mice, we showed that weekly administration of IVIG significantly reduced the incidence and 
associated mortality of GvHD to a degree similar to Cyclosporine A (CsA). Unlike CsA and OKT3, 
IVIG were not associated with an inhibition of human T-cell proliferation in mice. Instead, IVIG 
significantly inhibited the secretion of human IL-17, IL-2, IFN-γ, and IL-15 suggesting that IVIG 
prevented GvHD by immunomodulation. Furthermore, the pattern of modification of the human 
cytokine storm differed from that observed with CsA and OKT3. Finally, in a humanized mouse model 
of immune reconstitution, in which NSG mice were engrafted with human CD34
+
 stem cells, IVIG 
transiently inhibited B-cell reconstitution, while peripheral T-cell reconstitution and thymopoiesis were 
unaffected. Together these in vivo data raise debate related to the appropriateness of IVIG in GvHD 
prophylaxis. In addition, this model provides an opportunity to further elucidate the precise 
mechanism(s) by which IVIG inhibit GvHD. 




Graft-versus-Host Disease (GvHD) is a major complication of allogeneic hematopoietic stem cell 
transplantation (HSCT) (1-4). Clinically significant acute GvHD may occur in 9 to 50% of patients 
who receive an allogeneic HLA-matched HSCT, even when intense immunoprophylaxis is used (4). 
Since the incidence of GvHD may approach 100% in the absence of prophylaxis (5, 6), GvHD 
prophylaxis is essential in all patients undergoing allogeneic HSCT (7). This prophylaxis is usually 
provided by means of immunosuppressive drugs, mainly steroids, cyclosporine A (CsA) and 
methotrexate, usually used in combination (8-10). Albeit effective in GvHD prophylaxis by reducing 
its incidence, these agents impair the quality and kinetics of immune reconstitution. These effects 
enhance the risk of morbidity and mortality, mainly due to infection and relapse in the context of 
HSCT performed for malignancy. Intravenous immunoglobulins (IVIG) have been shown to be an 
effective immunomodulator in many autoimmune diseases (11) and to prevent infections in primary 
immunodeficiencies. Thus, it was tempting to hypothesize that IVIG might be very attractive in the 
context of allogeneic HSCT by inhibiting GvHD and preventing infectious diseases. This is supported 
by the current status of IVIG as an approved therapy for GvHD prophylaxis, although many authors 
question their utility (12). On one hand, Sullivan et al. (13) showed in a randomized trial that weekly 
IVIG reduced the cumulative incidence of acute GvHD and that this effect was significant in patients 
receiving HLA-identical HSCT. Also, in patients older than 20 receiving HLA-identical HSCT, the 
incidence of non-relapse mortality was significantly less in patients receiving IVIG. On the other hand, 
many other studies (14-18) have failed to demonstrate that IVIG significantly reduced the incidence of 
acute GvHD or overall mortality. In addition, Sullivan et al. (17) showed that extending IVIG 
treatment for longer than 3 months post-HSCT was associated with a significantly delayed recovery of 
humoral immunity and a significant increase in infections while overall and non-relapse mortality did 
not differ. Given the impossibility of conducting a blinded-randomized clinical trial and the high 
heterogeneity amongst patients (age, disease, conditioning regimen, prophylaxis treatments and donor 
source), a relevant animal model is the only way to determine the role of IVIG in GvHD reduction. We 
developed a xenogenic model of GvHD and a humanized mouse model of human immune 
reconstitution following HSCT that both used NOD/SCID/γc- (NSG) mice. We used these models to 









 mice were obtained from the Jackson Laboratory and bred in the animal care 
facility at the CHU Sainte-Justine Research Centre. NOD/LtSz-scidIL2rg
-/-
 were also generated in 




/J mice as described by Shultz et 
al. (19). All mice (after called NSG mice) were equally used for the purpose of this study. Mice were 
housed under specific pathogen-free conditions in sterile ventilated racks. All procedures were 
previously approved by the institutional committee for Good Laboratory Practices for Animal Research 
(GLPAR), as per our research protocols (SST08-77 and SST09-22). Irradiated mice were given 
0.08 mg/mL ciprofloxacin (Sandoz, Boucherville, Canada) in their drinking water.  
Xenogeneic model of GvHD 
Human PBMC (huPBMC) collected from leukapheresis from three healthy donors following informed 
written consent were isolated by Ficoll-Paque
TM
 PLUS (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, 
Sweden). Following sub-lethal 3 Gy irradiation, 7 to 9 week-old mice were injected intraperitoneally 
(i.p.) with 10
7
 huPBMC at day 0 and treated with either PBS or IVIG (Gamunex 50 mg/mouse) 
(Talecris Biotherapeutics, Research Triangle Park, USA) once a week from day -1 to day +42. Mice 
treated with CsA (0.375 mg/mouse) were injected i.p. daily from day 0 to day +23 (20) and mice 
treated with OKT3 (0.05 mg/mouse) were injected i.p. on days +1, +3, and +5 (21).  
Assessment of GvHD 
Mice were evaluated in a blinded fashion every other day using a GvHD assessment scale. The GvHD 
assessment scale, inspired by the grading system established by Cooke et al. (22), refers to weight loss, 
general appearance of the fur and mobility. GvHD diagnosis was given to a mouse upon a 10% weight 
loss, appearance of ruffled fur and limited mobility. Survival was also noted for each group. As 
requested by our GLPAR committee, mice were sacrificed when clinical endpoints were reached 
(weight loss >20% and appearance of either limited mobility or disruption of general appearance of the 
mice). The liver, gut and skin were collected from the euthanized mice and analysed by a pathologist 
for GvHD lesions. 100 µL of peripheral blood was drawn weekly from the saphenous vein. Circulating 
cells were analyzed by flow cytometry to determine lymphocyte populations and plasma was collected 









) hematopoietic stem cells were isolated from cord blood units using CD34
+
 
magnetic beads (MACS Miltenyi Biotec, Auburn, USA). Cord blood units were obtained from the 
CHU Sainte-Justine Research Cord Blood Bank following approval by the ethics committee. Mice 




 cells following 3 Gy sub-lethal irradiation and 
treated with either PBS or IVIG (Gamunex 50 mg/mouse) (23, 24) once a week from day -1 until the 
end of the experiment. Engraftment and immune reconstitution were assessed weekly on blood samples 
by flow cytometry. Upon sacrifice of the mice, the thymi were analyzed by flow cytometry.  
Flow cytometry 
Human and murine cell populations in peripheral blood samples collected weekly from xeno-GvHD 
and from human immune reconstituted mice were analyzed by flow cytometry. Upon sacrifice of the 
reconstituted mice, thymi were collected and analyzed. FITC anti-mouse CD45, FITC anti-human 
CD4, FITC anti-human CD14, PE anti-mouse CD45, PE anti-human CD8, PE anti-human CD19, PE 
anti-human CD45RA, PE anti-human CD56, APC anti-human CD45, APC anti-human CD45RO, 
APC-Cy7 anti-human CD3 and APC-Cy7 anti-human CD45 antibodies (all purchased from BD 
Biosciences, Mississauga, Canada) were used to identify cell populations, along with 7-AAD for dead 
cell discrimination (BD Biosciences, Mississauga, Canada). CountBright beads were added prior to 
FACS acquisition to determine the absolute number of cells in each sample (Invitrogen, Burlington, 
Canada). Samples were acquired on a FACSAria flow cytometer and analyzed using the FACSDiva 
software (BD Bioscience, Mississauga, Canada).  
Histology 
Organs were frozen in OCT cubes, fixed in 10% formaldehyde, embedded in paraffin wax and oriented 
for histological analysis. Sections were stained with hematoxylin and eosin. Specimens were assessed 
by a pathologist. 
Cytokine concentration 
The concentration of human IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-15, IL-17, TNF-α, and IFN-γ were 
determined in 30 µL of mice plasma using a customized Bio-Plex Pro Human Cytokine 9-plex Assay 
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA). The experiments were conducted according to the 
manufacturer’s recommendation and results were analyzed on a CS 1000 Autoplex Analyzer (Perkin 
Elmer Inc., Waltham, USA).  
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Human IgG concentration 
The concentration of human IgG was determined in plasma of mice using a human IgG ELISA kit, as 
per manufacturer’s instructions (Bethyl Laboratories, Inc., Montgomery, USA). 
Statistics 
Results were analyzed using GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Softwares Inc., La Jolla, USA). Survival 
statistics were determined using the Mantel-Cox (log-rank) test which was stratified in time when 
needed. Elsewhere, Student’s t test, 2-by-2 Fisher’s exact test with Bonferroni’s correction and non-
parametric one-way analysis of variance (Kruskal-Wallis) with Dunn’s Multiple Comparison Test were 
used. Taking into account the post-test corrections, the threshold for significance was set at p≤0.05.  
 
2.5 Results 
IVIG reduced mortality in our xenogeneic GvHD model 
To test whether IVIG could inhibit GvHD, we used a xenogeneic model of GvHD that consists of 
injecting huPBMC into sub-lethally irradiated NSG mice (25, 26). As shown in Figure 2.9.1 (p.70), 
almost all control mice injected with 10
7
 huPBMCs and PBS died within a period of 50 days. 
Histopathology performed at the time of sacrifice showed severe characteristic lesions of GvHD with 
infiltrating human T-cells and biliary lesions (Figure 2.9.2, p.71), confirming that mice died from 
GvHD. Upon weekly IVIG treatment, GvHD-related mortality was both attenuated and delayed 
compared to PBS control mice (p<0.05, Figure 2.9.1, p.70). We also tested whether OKT3 and CsA 
could inhibit GvHD in this model. CsA is a key drug used in GvHD prophylaxis in humans (27-30) 
and OKT3 is used for steroid-refractory GvHD (31-36). We showed that OKT3 and CsA significantly 
prevented GvHD-related mortality (Figure 2.9.1, p.70), with a greater efficacy for OKT3. CsA was not 
significantly better than IVIG in preventing mortality (p=0.681), while as expected, there was evidence 
of superior efficacy of OKT3 over IVIG (p=0.009).  
IVIG reduced the incidence of GvHD 
As shown in Figure 2.9.3 (p.72), PBS-treated mice had a significantly greater incidence of GvHD than 
IVIG-treated mice, suggesting that IVIG prevented mortality by inhibiting GvHD. Also, CsA and 
OKT3 both significantly reduced the incidence of GvHD as compared to PBS control group. We 
showed that CsA was not more efficient than IVIG in preventing GvHD while OKT3 was the best 
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treatment to reduce the incidence of GvHD (Figure 2.9.3, p.72). As an additional control group, 10 
mice were injected i.p. weekly with the IVIG vehicle (200 mM glycine) and displayed the same 
mortality and GvHD incidence as the PBS control group (not shown). 
The plasmatic concentration of human IgG in IVIG treated mice was 13 mg/mL (not shown). This is 
within the range of what is observed in patients treated with IVIG for GvHD (37) and to that reported 
by Siragam et al. (23) in their model of prevention of immune thrombocytopenia in mice. These 
reports validate that the IVIG dose in our protocol is relevant to clinical and experimental practice.  
IVIG did not reduce human T-cell proliferation in mice. 









 cells), assessed weekly in peripheral blood, was not modified by IVIG (Figure 2.9.4A, 
p.73). Over 90% of hCD45
+
 cells were CD3
+
 T-cells in both groups (not shown), as observed by others 
in the same model (25). Since the ratio of hCD45
+
 cells depends largely on murine CD45
+
 cells, we 
quantified the absolute number of circulating human T-cells and showed that IVIG did not induce a 





cells (not shown). As expected, both CsA and OKT3 induced a significant decrease of both the ratio of 
hCD45
+
 cells and the absolute number of hCD3
+
 cells in blood when compared to PBS and IVIG 
(Figure 2.9.4, p.73). These results suggest that IVIG do not inhibit the proliferation of human T-cells in 
mice and support the hypothesis that IVIG reduce GvHD via immunomodulatory actions, as suggested 
by other authors (38-43).  
Determination of human plasmatic cytokine concentration 
We found a strong increase of IFN-γ, IL-17 and IL-2, and a moderate increase of IL-6, IL-8, IL-10, and 
IL-15 in PBS-treated mice when compared to baseline levels (set as levels prior to huPBMC injection). 
This confirmed the generation of a human cytokine storm in our xenogeneic GvHD model. Notably, 
we observed very low levels of TNF-α, and no IL-4 increase. IVIG treatment induced a significant 
reduction of IL-2 at day 14, IFN-γ at day 7, IL-15 at day 14, and a dramatic reduction of IL-17 from 
day 7 to day 21. There was also a trend for a decrease of IL-8 although this was not significant (Figure 
2.9.5, p.74). As a control experiment, we verified that the addition of 13 mg/mL IVIG (as observed in 
plasma of IVIG-treated mice) did not modify the cytokine concentration detected by the Bio-Plex 
Assay (not shown). These results suggest that IVIG have an immunomodulatory effect that might 
contribute to reducing GvHD in our model. Both CsA and OKT3 induced a significant reduction of IL-
2 and IL-8 and a dramatic decrease of INF-γ. Also, CsA induced a significant reduction of IL-15 and 
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IL-17 while OKT3 induced a significant reduction of IL-10. By comparing IVIG to CsA and OKT-3, 
we showed that the levels of IL-17 were significantly lower in IVIG-treated mice while the levels of 
IFN-γ and IL-10 were significantly lower in CsA- and OKT3-treated mice. Taken together, these 
results suggest that IVIG treatment works by different mechanisms than OKT3 and CsA for both CD3
+
 
T-cell proliferation and cytokine secretion. 
Effect of IVIG on human immune reconstitution 
Since it has been suggested that IVIG inhibit immune reconstitution (17), we evaluated the effect of 
IVIG on immune reconstitution in a humanized mouse model of cord blood transplantation. Sub-
lethally irradiated NSG mice were injected with human cord blood CD34
+
 cells and mice were treated 
weekly with either PBS (n=4) or IVIG (n=5) from week 1 and until sacrifice. Blood was drawn weekly 
to study the appearance of circulating human cells. As seen in Figure 2.9.6A (p.75), IVIG-treated mice 
showed a delayed engraftment of human CD45
+
 cells for the first 56 days following hCD34
+
 cell 
injection when compared to PBS-treated mice (p<0.05). To determine which cell populations were 
targeted by IVIG, we evaluated the relative percentage of all major cell populations (T, B, NK, and 
monocytes) in the blood. Our results show that the kinetics of appearance of all analyzed human cell 
populations were the same in PBS- and IVIG-treated mice, except for the B-cell population (Figure 
2.9.6, p.75). The appearance of peripheral human B-cells mirrored almost exactly the appearance of 
hCD45
+
 cells. IVIG had no negative impact on the appearance of T-cells. Finally, T-cells were detected 
in peripheral blood by day 84 post-transplantation in both groups with the same kinetics (Figure 
2.9.6C, p.75). When mice reached limit points and had to be sacrificed (average time of sacrifice was 
27.9 and 28.2 weeks post-injection in the PBS- and IVIG-treated groups, respectively), thymi were 
harvested and analyzed by flow cytometry. PBS- and IVIG-treated mice showed no significant 
difference in the percentage of human CD45
+
 cells (Figure 2.9.7A, p.76) or in its T-cell subsets, 

















 cells (Figure 2.9.7C, p.76). These results suggest that IVIG did not affect the 
kinetics of thymopoiesis in this humanized mouse model. We also tested the effect of CsA and OKT3 
on human immune reconstitution in our humanized mouse model. NSG mice injected with human cord 
blood cells were treated with CsA (daily from d0 until sacrifice at d42) or with OKT3 (weekly from d0 
until sacrifice at d42). As shown in Figure 2.9.8 (p.77), CsA and OKT3 did not modify the engraftment 
of human CD45
+
 cells in blood. Nevertheless, we showed at sacrifice that CsA reduced significantly 
the number of human CD45
+
 cells in the thymus. The same trend, although not significant, was 
observed in OKT3-treated mice. Taken together, these results suggest that IVIG delayed leukocyte 
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engraftment of human CD45
+
 cells by its negative effect on B-cell reconstitution in the first two 
months of treatment. Moreover, IVIG did not affect monocyte, NK cell or T-cell reconstitution and did 
not influence the thymopoiesis.  
 
2.6 Discussion 
Despite its approval by the FDA for reducing infections and preventing GvHD complications in bone 
marrow transplantation, the utility of IVIG in preventing GvHD is still a matter of debate (12). While 
some studies show that IVIG reduce GvHD and mortality, many others fail to demonstrate the same 
effect (14-18). As reviewed by Sokos et al. (12), IVIG were shown to be efficient in reducing GvHD in 
only 3 (13, 44, 45) of 8 studies (13-18, 44, 45) that together, comprised 2507 patients. Determining the 
true effect of IVIG in these clinical studies is a key challenge since it is difficult to derive quality data 
from comparisons of heterogenous stages of pathology and treatment regimens. In this work, we 
showed that weekly treatments with IVIG monotherapy induced a significant reduction of the 
incidence of GvHD and its related mortality in a xenograft mouse model. To our knowledge, this is the 
first in vivo demonstration of efficacy of IVIG alone for prevention of GvHD. Our model also allowed 
the comparison between IVIG, OKT3, and CsA, an approach that is absolutely impossible in clinical 
setting for obvious ethical reasons. CsA is a calcineurin inhibitor that inhibits T-cell activation and 
proliferation (46) by preventing or blocking the synthesis of many cytokines, including IL-2 and IFN-γ 
(47-50). OKT3 is a monoclonal antibody that directly reacts with the ε chain of the CD3 receptor on 
the TCR, initiating its clearance from the membrane surface which leads to the silencing of T-cell allo-
reactivity by inducing apoptosis (36, 51). We showed that OKT3 and CsA reduced the incidence of 
GvHD by up to 60% and also decreased related mortality in NSG mice. These results are relevant from 
a clinical perspective since OKT3 is usually used for refractory GvHD (31-36) and despite first-line 
prophylaxis usually consisting of CsA and Methotrexate, GvHD still occurs in 10 to 50% of patients 
depending on the HLA disparity between host and donor (29, 52). While CsA is considered a 
cornerstone in GvHD prophylaxis, we showed that its reduction of GvHD-related mortality was 
comparable to that observed by IVIG in our model. In a clinical setting, IVIG are used with CsA and 
other immunosuppressive drugs, while in our model IVIG and CsA were used alone. This likely 
explains why IVIG monotherapy prevented GvHD in our model while not considered to be efficient 
clinically in the context of polytherapy. Also, we have not tested whether the addition of IVIG to CsA 
could reduce the incidence of GvHD in our model. One could hypothesize that the immunosuppressive 
effect of CsA or other immunosuppressive drugs used in clinical setting overrides the effects of adjunct 
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IVIG. Although our results cannot be taken as evidence-based medicine for the use of IVIG 
monotherapy in preventing GvHD, they strongly suggest that IVIG have an effect in vivo in preventing 
GvHD. 
Literature suggests that IVIG could play a role in preventing GvHD by immunomodulation, although 
the exact mechanism(s) have never been precisely demonstrated. Our model provides the opportunity 
to study the mechanism(s) by which IVIG prevent GvHD. Since patients often receive many 
immunosuppressive drugs simultaneously to prevent GvHD, it is very difficult to assess the individual 
role of a single drug. As expected, we found that after CsA or OKT3 treatment, the number of 
circulating human CD3
+
 cells was reduced in NSG mice. Indeed CsA inhibits T-cell activation and 
proliferation (46-50) whereas OKT3 induces T-cell apoptosis (36, 51). Unlike OKT3 and CsA, IVIG 
did not inhibit the proliferation of human T-cells. Since inhibition of T-cell proliferation is one of the 
caveats of immunosuppression because it leads to the inhibition of the graft versus leukemia, this 
finding could have an impact on clinical practice. Many studies showed that IVIG inhibit T-cell 
proliferation or induce apoptosis (42, 43, 53-57) while others failed to demonstrate any direct effect of 
IVIG on T-cells (58, 59). Interestingly, studies showing an inhibition of T-cell proliferation or an 
induction of apoptosis were performed in vitro while studies that failed to demonstrate any direct effect 
on T-cell proliferation were performed in vivo. Moreover, Ephrem et al. demonstrated in an 
experimental model of autoimmune encephalomyelitis that IVIG controlled the disease by inducing an 
expansion of regulatory T-cells (58). We tested this hypothesis in our model and failed to detect 
regulatory T-cell expansion, both in the peripheral blood and spleen (not shown). 
Our GvHD xenogeneic model allowed us to quantify human cytokines and to assess the impact of 
various treatments on their secretion. We showed that IVIG had a significant impact on the human 
cytokine storm, thereby strongly suggesting that the prevention of GvHD by IVIG in our model was 
due to immunomodulation rather than a nonspecific effect. Interestingly, the pattern of cytokine 
inhibition induced by IVIG was different from one observed with CsA or OKT3. As expected, given 
their mechanisms of action (36, 46-51, 60-62), CsA and OKT3 inhibited most cytokines and 
particularly pro-inflammatory Th1 (IFN-γ and IL-2). Of all the cytokines tested, secretion of IFN-γ was 
the highest recorded in PBS-treated mice suggesting that the reduction of GvHD in CSA and OKT3 
mice was related to its inhibition. The moderate inhibition of IFN-γ in the IVIG-treated group as 
compared to the strong inhibition in the CsA- and OKT3-treated groups is consistent with the 
observation that human T-cell proliferation was inhibited by OKT3 and CsA and not by IVIG. The 
significant reduction of IL-15 and IL-17 secretion in CsA-treated mice is consistent with CsA’s ability 
 56 
 
to suppress IL-15 mediated IL-17 production (60). IVIG dramatically reduced the levels of IL-17 while 
OKT3 did not inhibit IL-17 secretion and CsA inhibited its secretion only at week 2. The role of IL-17-
producing T-helper cells is increasingly being recognized in GvHD (63-67). Tournadre et al. recently 
showed by analyzing muscle biopsies of patients with inflammatory myopathies that IVIG could 
mediate their immunomodulation by acting on the Th17 pathway (68). One could speculate that IVIG 
exert their modulatory effect on GvHD by impairing the Th17 pathway, although more analysis on 
other Th17-family cytokines and on the nature of IL-17 secreting cells in our model will be required to 
confirm this hypothesis. Taken together, these results indicate that IVIG have the potential to 
significantly alter the cytokine storm observed in our GvHD model. We did not find any predictive 
factor for the efficacy of IVIG in preventing GvHD in our model. Particularly, human T-cells counts 
and cytokine levels were not different in GvHD-free IVIG-treated mice compared to IVIG-treated mice 
that developed GvHD. 
The kinetics and the quality of immune reconstitution are crucial for preventing morbidity and 
mortality following HSCT (69-72). IVIG are considered an immunomodulatory rather than an 
immunosuppressive drug and thus could be very useful following HSCT as they should not inhibit 
immune reconstitution. Nevertheless, it has never been demonstrated that IVIG do not inhibit immune 
reconstitution post-HSCT. In addition, Sullivan et al. have shown that extending IVIG treatment after 3 
months post-HSCT was associated with a significant delayed recovery of humoral immunity and a 
significant increase in the rate of infections without affecting overall and non-relapse mortality (17). 
By injecting human CD34
+
 cells in NSG mice, we observed a human immune reconstitution very 
similar to what is observed by others using the same mouse model (73-77). This model does not mimic 
exactly what is usually observed after HSCT in clinical setting, but is nevertheless considered the best 
animal model to study in vivo immune reconstitution induced by human CD34
+
 cells. As for GvHD, 
this model also allows the study of a given treatment used alone. We showed that CsA significantly 
inhibited human thymopoiesis and a similar trend (although not significant) was observed with OKT3. 
Using this model, we showed that peripheral T-cell reconstitution, as well as thymopoiesis, was not 
affected by IVIG. However, we demonstrated a transient delay in B-cell reconstitution for the first 49 
days post-injection in the IVIG-treated mice. It was recently shown by Séïté et al. (78) that IVIG 
reduced B-cell viability and promoted apoptosis of B-cells by binding to CD22. Our model should 
allow us to test this hypothesis and investigate the potential other mechanism(s) by which early B-cell 
reconstitution is affected by IVIG. Since IVIG are used for immunoglobulin replacement in primary B-
cell deficiencies, it is likely that this transient B-cell deficiency should not have any significant clinical 
impact and should not preclude their use in a clinical setting after HSCT.  
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Our data provides new in vivo evidence that IVIG monotherapy reduce mortality induced by GvHD in 
a xenogenic model with an efficacy comparable to CsA. Unlike CsA, this biological effect was not 
associated with an inhibition of T-cell proliferation. Instead, it was accompanied by a profound 
modification of the cytokine storm associated to GvHD, suggesting an immunomodulatory role in vivo. 
We also showed in a humanized mouse model of immune reconstitution that IVIG did not inhibit T-
cell reconstitution and thymopoiesis, but instead induced a transient delay in B-cell reconstitution. 
Although our models do not mimic exactly GvHD and immune reconstitution observed in clinical 
setting, our data obtained in vivo with human cells may argue for the use of IVIG in GvHD 
prophylaxis. In addition, our models should help us to better understand the mechanism(s) by which 
IVIG inhibit GvHD, without confounding interference from other immunosuppressive drugs.  
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Figure 2.9.1 (p.70) – IVIG, CsA, and OKT3, reduce mortality in a xenogeneic model of GvHD in 
NSG mice. IVIG (50 mg/mouse, injected i.p. once a week from day -1 to day +42, n= 20 mice), CsA 
(0.375 mg/mouse, injected i.p. daily from day 0 to day +23, n= 12 mice) and OKT3 (0.05 mg/mouse, 
injected i.p. at days +1, +3, and +5, n=12 mice) significantly reduced mortality when compared with 
PBS-treated mice (injected i.p. once a week from day-1 to day +42, n=20 mice), (p<0.05, p<0.01, and 
p<0.0001 respectively). CsA did not significantly increase survival when compared to IVIG (p=0.681) 
whereas OKT3 did increase survival when compared to IVIG (p=0.009).   
Figure 2.9.2 (p.71) - Liver histopathology of a NSG mouse with xeno-GvHD. A) (HPS x 200) 
Lymphocytic portal infiltration and apoptotic bodies (insert, arrows). B) (HPS x 400) lymphocytic 
lobular infiltration (star), bile duct infiltrated by lymphocyte (triangle). Representative data from 1 
mouse treated with PBS, sacrificed at day 20. 
Figure 2.9.3 (p.72) – IVIG reduce the incidence of xeno-GvHD. The incidence of GvHD was 
evaluated in PBS-, IVIG-, CsA-, and OKT3-treated NSG mice. GvHD diagnosis was given to a mouse 
with 10% weight loss, appearance of ruffled fur, and limited mobility. n=20 in PBS and IVIG groups, 
n=12 in CsA and OKT3 groups. Results of 2-by-2 Fisher’s exact test followed by multiple testing 
correction (Bonferroni, n=5) are shown in the table. -: Fisher’s exact test results are not significant.  
Figure 2.9.4 (p.73) – IVIG do not inhibit proliferation of human cells in xeno-GvHD mice. A) The 
percentage of hCD45
+
, determined by the ratio of human CD45
+
 cells/human + murine CD45
+
 cells, 
and B) the absolute number of human T-cells (hCD3
+
) per microlitre of peripheral blood were assessed 
weekly by flow cytometry. The insert shows a close-up of hCD3
+
 cells at day+7 post-injection. One-
way analysis of variance using Kruskal-Wallis with Dunn’s Multiple Comparison Test results are 
shown in the table. - : test results are not significant. 
Figure 2.9.5 (p.74) – Modulation of human cytokines in plasma of xeno-GvHD mice induced by 
IVIG, CsA, and OKT3. Concentration of human cytokines determined by the Bio-Plex Pro Human 
Cytokine 9-plex Assay were assessed on 30 µl plasma collected weekly from day 0 until day+28 from 
xeno-GvHD mice treated with PBS (n=12), IVIG (n=10), CsA (n=11), and OKT3 (n=12). Baseline 
levels obtained from mice before injection of huPBMC were subtracted to samples’ results. One-way 
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analysis of variance using Kruskal-Wallis with Dunn’s Multiple Comparison Test results are shown in 
the table. - : test results are not significant. 
Figure 2.9.6 (p.75) – IVIG transiently delay B-cell reconstitution in a humanized mouse model of 
immune reconstitution. After injection of human CD34
+
 cord blood cells in sub-lethally irradiated 
NSG mice treated either by PBS (n=4) or IVIG (n=5), engraftment of human CD45
+
 cells (A) and of 
human cell subsets, i.e. B-cells (B), T-cells (C), monocytes (D) and NK cells (E), were assessed on 
peripheral blood by flow cytometry. * Student t test, p<0.05. 
Figure 2.9.7 (p.76) – IVIG do not affect the kinetic of thymopoiesis in a humanized mouse model 
of immune reconstitution. Twenty-eight weeks after injection of human CD34
+
 cord blood cells, mice 
treated by PBS (n=3) or IVIG (n=5) were sacrificed and thymus cells were analyzed by flow cytometry 
to determine human cell populations. Data are expressed as percentage of (A) hCD45
+
 among total 
CD45
+
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 cells among hCD45
+
 cells. Student t test: p was not significant in 
all occurrences. 
Figure 2.9.8 (p.77) – Effect of CsA and OKT3 in a humanized mouse model of immune 
reconstitution. After injection of human CD34
+
 cord blood cells in sub-lethally irradiated NSG mice 
treated either by PBS (n=4), CsA (n=3) or OKT3 (n=3), engraftment of human CD45
+
 cells (A) and of 
human cell subsets, i.e. B-cells (B), T-cells (C), monocytes (D) and NK cells (E), were assessed on 
peripheral blood by flow cytometry. Six weeks post-injection, mice were sacrificed and thymi were 
harvested to determine the percentage of human CD45
+
 cells in the tissue (F). * Significant results of 
the non-parametric one way analysis of variance using Kruskal-Wallis with Dunn’s Multiple 



























Figure 2.9.5 – Modulation of human cytokines in plasma of xeno-GvHD mice induced by IVIG, 




Figure 2.9.6 – IVIG transiently delay B-cell reconstitution in a humanized mouse model of 




Figure 2.9.7 – IVIG do not affect the kinetic of thymopoiesis in a humanized mouse model of 








2.10 Discussion du premier article 
En premier lieu, ces expériences ont tout d’abord permis de valider le modèle expérimental développé 
au sein du laboratoire. Comme pour le modèle murin xénogénique élaboré avec les souris NOD/scid-
Il2Rγnull préalablement décrit et publié (232), l’injection de cellules humaines dans le modèle murin 
xénogénique développé au laboratoire cause le développement de la GvHD dans 100% des cas, avec 
apparition de signes et symptômes caractéristiques de la GvHD. 
L’étude présentée ci-dessus pousse par contre l’analyse plus loin, en testant l’efficacité 
d’immunosuppresseurs connus dans ce modèle murin xénogénique de GvHD. En effet, on doit tout 
d’abord démontrer la capacité d’immunosuppresseurs connus à pouvoir prévenir le développement de 
la GvHD dans le modèle utilisé si on espère pouvoir observer un tel résultat à la suite d’un traitement 
expérimental. Ainsi, la démonstration de la prévention du développement de la GvHD suite aux 
traitements à la CsA et à l’OKT3 (muromonab-CD3) sert de contrôle positif dans ce modèle, en plus de 
confirmer que l’apparition des signes cliniques et la mortalité des animaux sont attribuables au 
développement de la GvHD suite à l’injection des cellules humaines, et qu’il ne s’agit pas d’un artéfact 
découlant de l’irradiation sub-létale ou d’autres conditions expérimentales.  
Avec ces résultats, cette étude a permis de démontrer clairement que l’utilisation à haute dose d’IVIG 
permet effectivement de retarder le développement de la GvHD dans le modèle murin xénogénique, 
ainsi que de réduire la sévérité de la GvHD, suite à son déclenchement. On a pu confirmer, tel que 
mentionné dans notre hypothèse, que l’effet protecteur des IVIG sur le développement de la GvHD 
émane certainement de leurs propriétés immunomodulatrices. De surcroît, l’utilisation de ces fortes 
doses d’IVIG n’avait aucun effet négatif sur la reconstitution immunitaire suite à l’injection de cellules 
souches de cordon ombilical dans le modèle murin utilisé.  
Ces résultats sont donc encourageants pour une utilisation des IVIG dans un cadre clinique de 
prévention de la GvHD suite à une HSCT, sans avoir à craindre une prolongation du statut 
immunodéprimé du patient, le laissant ainsi plus à risque de contracter des infections et ou de subir une 
rechute de la maladie. C’est ainsi qu’on a pu entamer la deuxième phase du projet de recherche et 
tenter de déterminer quel est le mécanisme d’action des IVIG dans la prévention de la GVHD dans 
notre modèle murin xénogénique. 
  
  




3.1 Mise en contexte du deuxième article 
La preuve faite de l’efficacité des IVIG utilisées à haute dose dans la prévention du développement de 
la GvHD dans le modèle murin xénogénique, on a voulu élucider leur mécanisme d’action dans cette 
utilisation. Afin d’y parvenir, on a procédé en décortiquant l’effet des IVIG à haute dose sur les 
différentes sous-populations lymphocytaires impliquées dans le développement de la GvHD. Le détail 
de ces travaux est décrit dans le manuscrit soumis à la revue Blood, intitulé "Role of NK cells in IVIG-
Induced GvHD Inhibition in NSG Mice" par Joëlle Gregoire-Gauthier, François Fontaine, Lionel 
Benchimol, Mame Massar Dieng et Elie Haddad.  
 
Joëlle Gregoire-Gauthier et Elie Haddad ont élaboré les plans expérimentaux. Joëlle Gregoire-Gauthier 
a effectué toutes les expériences, aidée à l’occasion par François Fontaine, Lionel Benchimol et Mame 
Massar Dieng. Joëlle Gregoire-Gauthier et Elie Haddad ont analysé les résultats et rédigé le manuscrit.  
 
"Role of NK cells in IVIG-Induced GvHD Inhibition in NSG Mice" Gregoire-Gauthier J, Fontaine 
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 IVIG treatment induces NK cell proliferation, which is essential for IVIG-mediated protection 
of GvHD in our xenogeneic mouse model.  




We showed in a previous work that, unlike in available studies to date in humans, intravenous 
immunoglobulin (IVIG) can prevent graft-versus-host disease (GvHD) in a xenogeneic mouse model. 
Here, we aimed to determine the mechanism of action by which IVIG contribute to GvHD prevention 
in this model. Sublethally irradiated NOD/LtSz-scidIL2rg
-/- 
(NSG) mice were injected with human 
peripheral blood mononuclear cells (huPBMCs) to induce xenogeneic GvHD, and were treated weekly 
with PBS or 50 mg IVIG. IVIG treatment resulted in a robust and consistent proliferation of human 
NK cells that were activated, as suggested by their expression of NK cell activation markers and their 
cytotoxicity against K562 target cells. IVIG treatment did not inhibit GvHD when huPBMCs were 
depleted in NK cells, strongly suggesting that this NK cell expansion was required for the IVIG-
mediated prevention of GvHD. Moreover, inhibition of T-cell activation by either cyclosporine A 
(CsA) or OKT3 abolished the IVIG-induced NK cell expansion. These results shed light on a new 
mechanism of action of IVIG and could explain why the efficacy of IVIG in preventing GvHD in a 




Graft-versus-host disease (GvHD) remains a major complication following hematopoietic stem cell 
transplantation
1-4
 despite the use of proper prophylactic treatments. These treatments comprise a 
combination of immunosuppressive drugs that can include steroids, cyclosporine A (CsA), 
methotrexate, mycophenolate mofetil, or serotherapy by alemtuzumab or antithymocyte globulin.
5-8
 
These prophylactic treatments negatively impact immune reconstitution, both in terms of time to 
recovery and effectiveness, hence making the patient vulnerable to various illnesses and infections. 
Clinical studies conducted over the past 20 years have not clearly demonstrated the therapeutic efficacy 
of intravenous immunoglobulin (IVIG) in the prevention of GvHD. Indeed, while only a handful of 
these studies have found a positive effect of IVIG treatment on GvHD outcome,
9,10
 most studies concur 
that there does not seem to be an advantage to IVIG treatment.
11-16
 However, recent work in our 
laboratory has demonstrated that IVIG were effective in decreasing the incidence of GvHD and its 
related mortality in a xenogeneic GvHD (xeno-GvHD) mouse model in which human PBMCs 
(huPBMCs) were injected into NOD/LtSz-scidIL2rg
-/-
 (NSG) mice, without affecting the onset or 





 We showed, in the xeno-GvHD model, that IVIG did not modify the percentage 
or absolute numbers of human T lymphocytes, therefore suggesting they contribute to prevent GvHD 
by an immunomodulating effect.  
 
Evidence arose in the literature that natural killer (NK) cells may play important role in GvHD 
prevention.
18-22
 In the present manuscript, we investigated the effect of IVIG on NK cells and 
unexpectedly observed that IVIG induced an expansion of NK cells that were required for the IVIG-







 (NSG) mice were obtained from the Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, 
USA) and bred in the animal care facility at the CHU Sainte-Justine Research Centre. Mice were 
housed under specific pathogen-free conditions in sterile ventilated racks. All procedures were 
previously approved by the Institutional Committee for Good Laboratory Practices for Animal 
Research, as per our research protocols (SST08-77, SST09-22, SST10-40, and E466). Irradiated mice 
were given either 0.08 mg/mL ciprofloxacin (Sandoz, Boucherville, QC, Canada) or 0.20 mg/mL 
enrofloxacin (Bayer Inc., Montreal, QC, Canada) in their drinking water.  
 
Xenogeneic model of GvHD  
Leukapheresis were obtained from six healthy donors following informed written consent. Human 
peripheral blood mononuclear cells (huPBMCs) were isolated using a Ficoll-Paque PLUS (GE 
Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Sweden) density gradient. Following sub-lethal 2-3 Gy 
irradiation, 7-9 week-old NSG mice were injected intraperitoneally (i.p.) with 10
7
 huPBMCs on day 0 
and treated i.p. once a week from day -1 until day +42 with either PBS (Invitrogen, Burlington, ON, 
Canada) or IVIG (Gamunex 50 mg/mouse; Grifols Canada Ltd., Mississauga, ON, Canada). For some 
experiments, as indicated in the results section, huPBMCs were injected intravenously (i.v.). Mice 
treated with monoclonal anti-human CD3 antibodies (OKT3; Bio X Cell, West Lebanon, NH, USA; 
0.05 mg/mouse) were injected i.p. on days +1, +3 and +5, while mice treated with CsA (Novartis, 
Dorval, QC, Canada; 0.375 mg/mouse) were injected i.p. daily from day 0 until day +23.
17
 NK cells 
were depleted from huPBMCs using CD56 MicroBeads as per the manufacturer’s recommendations 
(Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA). T cell-depleted huPBMCs were obtained by sorting CD3
-
 cells 
on a BD FACSAriaI (BD Biosciences, Mississauga, ON, Canada).  
 
Assessment of GvHD 
Mice were evaluated in a blinded fashion every other day using a GvHD assessment scale and GvHD 
diagnosis was given as previously described.
17,23
 Survival was noted daily for each experimental group. 
Mice were sacrificed when specific clinical endpoints were reached, as previously described. 
17
 A 
volume of 100 µL of peripheral blood was drawn weekly from the saphenous vein and collected in 
heparin-coated Microvettes (Sarstedt Inc., Montreal, QC, Canada). Circulating cells were analyzed by 





Human and murine cell populations were analyzed by flow cytometry. Fluorescein isothiocyanate 
(FITC) anti-mouse CD45, FITC anti-human CD16, FITC anti-human HLA-DR, R-phycoerythrin (PE) 
anti-mouse CD45, PE anti-human CD56, PE anti-human CD337 (NKp30), PE anti-human CD25, 
allophycocyanin (APC) anti-human CD19, APC anti-human CD45, APC anti-human NKG2D, Alexa 
Fluor 700 anti-human CD56, APC-Cy7 anti-human CD45, APC-Cy7 anti-human CD3, APC-Cy7 anti-
human CD14, V500 anti-human CD3 (BD Biosciences), peridinin-chlorophyll-protein complex 
(PerCP) anti-mouse CD45, PerCP anti-human CD45, APC anti-human CD16, Pacific Blue anti-human 
CD3 (BioLegend, San Diego, CA, USA), PE anti-mouse CD115, PE-Cy7 anti-mouse CD11c 
(eBioscience, San Diego, CA, USA), and PE-Texas Red anti-human CD45 (Invitrogen) antibodies 
were used to identify cell populations, along with DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole; Sigma-
Aldrich Canada Ltd., Oakville, ON, Canada) or 7-aminoactinomycin D (7-AAD) for dead cell 
discrimination (BD Biosciences). CountBright beads were added before flow cytometry acquisition to 
determine the absolute number of cells in each sample (Invitrogen). Samples were acquired on a BD 
FACSAriaI or BD LSRFortessa flow cytometer and analyzed using FACSDiva software (BD 
Biosciences).  
 
Cell cycle analysis 
For bromodeoxyuridine (BrdU, Sigma) labeling and staining, xeno-GvHD mice received an initial i.p. 
injection of 1 mg BrdU on day +10 of the experiment, followed by three days of BrdU in the drinking 
water (0.8 mg/mL). On day +14, mice were sacrificed and BrdU incorporation was detected by flow 
cytometry with the FITC-BrdU flow kit (BD Biosciences).  
 
Apoptosis assay 
Apoptosis was measured using the annexin V-binding assay (Invitrogen) according to the 
manufacturer’s instructions. Briefly, cells were washed with PBS and resuspended in 100 µL of 1× 
annexin V-binding buffer. FITC-labelled annexin V and 7-AAD were added to each sample and 
subsequently analyzed by flow cytometry.  
 
Cytotoxicity assay 
Spleens were collected from xeno-GvHD mice on day +10 post-injection and splenocytes were 
obtained following disruption of the organ in PBS on a 70 µm cell strainer. Mononuclear cells were 
isolated from the splenocytes on a Ficoll-Paque PLUS density gradient and their cytotoxic activity was 
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measured in a standard 4-hour chromium release assay (CRA). 10
6
 K562 cells were incubated for 45 
minutes with 50 µCi 
51
Cr at 37°C. Triplicate of effector to target cell ratios of 5:1, 10:1, 20:1, and 40:1 
were plated in a final volume of 200 µL in U-bottom 96-well plates (Corning Inc., Corning, NY, USA). 
After a 4-hour incubation at 37°C, 100 µL of supernatant was transferred to borosilicate glass tubes 
(Kimble Chase, Vineland, NJ, USA) and the counts per minute (cpm) were measured in a gamma 
counter (PerkinElmer, Waltham, MA, USA). Cytotoxic activity was calculated according to the 
formula: percent specific lysis = [(cpm test – cpm spontaneous release) / (cpm maximum release – cpm 
spontaneous release)] × 100.  
 
Statistics 
Results were analyzed using GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA). 
Incidence and survival statistics were determined using the Mantel-Cox (log-rank) test. Elsewhere, the 
Mann-Whitney test or Kruskal-Wallis test was used with a threshold for significance set at p≤0.05. 




Weekly IVIG treatment in xeno-GvHD mice induces NK cell expansion 
We have previously demonstrated that mice injected i.p with 10
7
 huPBMCs and treated weekly with 50 
mg IVIG i.p. showed a decreased incidence of xeno-GvHD and increased survival, without affecting 
their level of circulating T lymphocytes.
17
 To understand the mechanism of action of IVIG in our 
model, we assessed the presence of other cell populations in the peripheral blood of mice. We 
confirmed our previous result on T lymphocytes,
17
 and observed that the activation status of T cells 
was not affected by IVIG, as determined by HLA-DR and CD25 expression (data not shown). 
Importantly, we observed a significant increase in the percent (Figure 3.9.1A, p.102) and absolute 
number (Figure 3.9.1B, p.102) of circulating NK cells (Figure 3.9.1C, p.102) in the peripheral blood of 
IVIG-treated mice compared to the PBS-treated control group. This increase in NK cells reached a 
maximum by day +14, after which the number of NK cells in the peripheral blood started to decrease, 
reaching a stable level by day +21 that remained unchanged throughout the rest of the experiment, 
despite continuous weekly IVIG injections (Figure 3.9.1A and Figure 3.9.1B, p.102).  
 
Phenotype and function of IVIG-induced NK cells 
We next analyzed whether IVIG-induced NK cell increase was due to the proliferation of NK cells 
rather than to reduced cell death. We first performed a BrdU incorporation assay (Figure 3.9.2A, 
p.103). As shown in Figure 3.9.2B (p.103), over 20% of NK cells were in the S phase of the cell cycle 
on day +14 in blood, spleen and liver. By assessing viability and apoptosis of NK cells, we observed 
that over 80% of NK cells in the peripheral blood were viable while NK cells were mostly non-viable 
in the organs since more than 80% and 60% of the NK cells were apoptotic in the liver and spleen, 
respectively (Figure 3.9.2C, p.103). Together, these results strongly suggest that the IVIG-induced 
expansion of NK cells was mediated by active proliferation rather than by prolonged survival of the 
NK cells.  
 
To phenotype the IVIG-induced NK cells, we analyzed the expression of NK cell activation markers 
CD25, NKG2D, NKp30, and CD16 by flow cytometry (Figure 3.9.3A, p.104). With the exception of 
CD25, all of the activation markers were homogenously expressed on NK cells in the blood as well as 
those found in various organs, suggesting that IVIG not only induced the proliferation, but also the 
activation of NK cells. To confirm the activated phenotype of IVIG-induced NK cells, we performed a 
51
Chromium Release Assay (CRA) using K562 as the target cell line. Splenocytes collected on day +10 
from IVIG-treated mice demonstrated cytotoxic activity against the K562 cells. This cytotoxic activity, 
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although very modest, was significantly higher than the one of splenocytes from PBS-treated control 
mice, which showed no detectable cytotoxic activity (Figure 3.9.3B, p.104). 
 
The presence of NK cells is required for IVIG-mediated prevention of xeno-GvHD in mice  
Because weekly IVIG treatment led to the expansion of NK cells in vivo, we investigated the role of 
the NK cells in IVIG-mediated reduction of xeno-GvHD by injecting NK cell-depleted huPBMCs (> 
99% purity) into mice that were treated weekly with PBS or IVIG. As expected, no NK cells were 
observed in the peripheral blood of mice at any time during the experiment (data not shown). As 
previously demonstrated,
17
 in xeno-GvHD mice injected with total huPBMCs, weekly treatment with 
IVIG significantly decreased the incidence of GvHD (p=0.003; Figure 3.9.4A, p.105) and led to greater 
survival (p=0.04; Figure 3.9.4B, p.105) compared to PBS-treated control mice. The absence of NK 
cells in the graft did not affect the development of GvHD as demonstrated by the similar GvHD 
incidence and mortality rate between PBS-treated mice injected with total huPBMCs and with NK cell 
depleted huPBMCs (incidence: p=0.91; mortality: p=0.74). However, IVIG had no protective effect 
against GvHD incidence and mortality in mice that received NK cell-depleted huPBMCs, when 
compared to PBS-treated mice (Figure 3.9.4, p.105). Together, these results suggest that NK cells are 
required for the IVIG-mediated GvHD prevention in our model.  
 
Importance of IVIG route of administration 
In our model of xeno-GvHD, IVIG and huPBMCs are both injected within a 24-hour period via the i.p. 
route. The route of injection and the time-delay between the injections are two parameters that could 
potentially account for the expansion of NK cells. First, we modified the route of injection of 
huPBMCs from i.p. to i.v., without altering that of IVIG. Others 
24
 and we have demonstrated that i.v. 
injection of huPBMCs in this mouse model effectively generated xeno-GvHD (data not shown). When 
IVIG were administered i.p. and huPBMCs i.v., no NK cells could be detected in the peripheral blood 
or organs of the treated mice and all mice died of xeno-GvHD (Figure 3.9.5A, p.106 and data not 
shown). Therefore, to be efficient IVIG must be injected by the same route of administration as 
huPBMCs. These results suggest that IVIG and huPBMCs need to interact in order to induce the 
expansion of NK cells and protect the treated mice from developing GvHD. We next assessed the 
effect of the timing of the initial IVIG injection on NK cell expansion by designing experimental 
groups where the initial IVIG treatment was administered on days -1 and +7 with respect to the 
huPBMCs injection. Thereafter, IVIG treatment was given weekly and NK cell expansion was 
evaluated. As shown in Figure 3.9.5B (p.106), the delay of the initial IVIG treatment significantly 
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decreased the percent of circulating NK cells (p=0.04, 0.04, and 0.01 for days +7, +14, and +21 post-
injection, respectively). Together, these results suggest that IVIG must be administered early and close 
to the time of huPBMCs administration to allow for NK cell expansion. Furthermore, the reduction of 
circulating NK cells caused by the delay in initial IVIG treatment induced a higher incidence of GvHD 
in mice (Figure 3.9.5C, p.106, initial IVIG treatment at day-1 compared to day +7: p=0.02).  
 
Activated T cells are required for IVIG-induced NK cell expansion  
We previously showed that CsA and OKT3 both inhibited GvHD in our model.
17
 To determine if IVIG 
acted directly on NK cells or via T cells, IVIG-treated mice were given either CsA to inhibit T cell 
activation, or OKT3 to deplete T cells in vivo. Interestingly, we noted that the presence of T cells was 
necessary in order for IVIG-induced NK cell expansion to occur since no NK cells were detected in the 
OKT3-treated mice (Figure 3.9.6, p.107). Furthermore, no NK cells were detected in the CsA-treated 
mice thereby suggesting that the activation of T cells was also mandatory for the IVIG-induced 
expansion of NK cells (Figure 3.9.6, p.107). To further validate this result, we injected T cell-depleted 
huPBMCs (> 98% purity) in IVIG-treated mice and observed that despite weekly IVIG treatment, 
these mice showed absolutely no NK cell expansion (Figure 3.9.6, p.107).  
 
Mechanism of action of IVIG-induced NK cells in GvHD prevention 
NK cells are known to reduce GvHD,
18-22
 and it has been suggested that this is mediated through an 
effect on T cells, either by regulating T cell proliferation
25-27
 or increasing T cell apoptosis,
28
 or through 
reduction of antigen-presenting cells (APCs), thus affecting T cell activation.
18-22,29
 Towards this end, 
we first assessed the possible anti-proliferative and pro-apoptotic effects on T cells. A BrdU 
incorporation and an annexin V assays showed that the presence of IVIG-induced NK cells in mice 
neither affected the proliferation (Figure 3.9.7A, p.108) nor the apoptosis (Figure 3.9.7B, p.108) of 
donor T cells in the blood, spleen and liver of xeno-GvHD mice that were sacrificed at day +14. Next, 
we tested the possibility that the IVIG-induced NK cells could contribute to reduce the pool of 
APCs.
25-27,30
 Mice injected with total huPBMCs or NK-depleted huPBMCs and treated weekly with 
either PBS or IVIG were sacrificed at day +14, where human and murine APCs were enumerated in the 
blood, spleen, and liver. We did not observe any reduction of the number or percent of both human and 
murine APCs in IVIG-treated mice when compared to PBS-treated mice (data not shown). These 
results suggest that in our model the IVIG-induced NK cells prevent GvHD development neither by 




We have previously demonstrated that weekly IVIG treatment reduced the incidence of GvHD and its 
related mortality in a xenogeneic mouse model of acute GvHD 
17
. Here, we demonstrate that in the 
same model, IVIG induce the expansion of NK cells, representing over 30% of circulating 
lymphocytes by day +14, and that this expansion is required for the inhibition of GvHD by IVIG. This 
expansion was due to NK cell proliferation and not to a reduction of NK cell apoptosis, and was T-cell 
dependent. In addition, we show that the delay of the initial administration of IVIG resulted in the 
failure of NK cell expansion, as did injecting IVIG and huPBMCs by different routes of administration. 
In both cases, the lack of expansion of the NK cell population in vivo was accompanied by a failure to 
prevent the development of GvHD. All together, our results confirm that IVIG play a genuine 
immunomodulatory role in GvHD prevention, rather than simply acting as a plasma-filling agent, as 
demonstrated by the absence of GvHD prevention in IVIG-treated mice injected with NK cell-depleted 
huPBMCs.  
 
Many potential target mechanisms have been suggested to explain the immunomodulatory function of 
IVIG.
31
 Possible mechanisms include the downregulation of proinflammatory cytokines and adhesion 
molecules, the reduction of complement intake, the saturation of FcRn, the blockade of activating Fc 
receptors, the up-regulation of FcγRIIB,32 and immunomodulation by sialylated IgG.33 Until recently, 
the possible role of NK cells in mediating the immunomodulatory effect of IVIG had never been 
mentioned. On the contrary, it was suggested that for prevention of miscarriage, IVIG could act by 
inhibiting NK cells.
34-42
 However, very recently, Chong et al
43
 have elegantly demonstrated that NK 
cells are necessary for the prevention of experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) by IVIG 
treatment. They showed that IVIG could not prevent EAE in NK-depleted mice and that adoptive 
transfer of Ig-treated NK cells into these mice rescued the protective effect against development of 




 regulatory T cells, 
which were responsible for the protective effect on EAE. In our model, the presence of IVIG-induced 
NK cells did not affect the regulatory T cells.
17
 Also, we observed proliferation of NK cells in our 
model while Chong et al do not mention whether NK cell counts were increased by IVIG or not. To 
our knowledge, the only already published situation where NK cell proliferation has been reported after 
IVIG is in Kawasaki disease.
44
 Therefore, although both we and Chong et al demonstrate that IVIG 
mediate immunomodulation through NK cells, the mechanism by which NK cells modulate the GvHD 
in our model, and EAE in their model may be different. 
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In addition to the proliferation of NK cells, we showed that IVIG induced their activation, as 
demonstrated by the expression of the activation markers CD25, NKG2D, NKp30, and CD16. NKG2D 
and NKp30 are potent activating receptors involved in cytolysis,
45-47
 and CD16 is commonly used to 











 It is of note that many studies have reported a decrease in NK cell activity after 







Interestingly, in our model not only do the IVIG-induced NK cells have an activated phenotype, they 
also show modest cytotoxicity against the K562 target cell line. An undisputed limitation in this 
experiment was the number of splenocytes that were isolated from the mice. A huge number of mice 
were necessary to achieve the effector to target cell ratios used in this experiment, and for this reason it 
was impossible to reach higher ratios and demonstrate a greater cytotoxic activity of IVIG-induced NK 
cells.  
 
In an elegant experiment, Tha-In et al
30
 have demonstrated that the Ig multimers from the IVIG 
preparations could stimulate NK cell-mediated ADCC of mature DC, therefore reducing the pool of 
available APC for T cell activation. Thus, reduced GvHD in mice treated with IVIG could be attributed 
to the reduced pool of APC unable to activate allogeneic T cells responsible for GvHD development. 
However, we could not demonstrate in our model that the pool of murine or human APC was reduced, 
although the IVIG-induced NK cells were activated and proliferated. Nevertheless, one cannot rule out 
this mechanism of action since demonstrating a moderate reduction of the pool of APC is technically 
difficult in an in vivo model.  
 
As already mentioned, clinical studies on Kawasaki disease reported that IVIG could partially reverse 
an initially low number of NK cells,
50
 and contribute to both their expansion and activity as well as to 




 However, many clinical studies where IVIG 
were given to woman suffering from recurrent spontaneous abortions, a non-inflammatory condition, 
reported the opposite results, i.e. decreased NK cell cytolytic activity and/or decreased number or 
percent of circulating NK cells in treated woman.
34-37,39-42
 These discrepancies could be explained by 
the various conditions in which IVIG are used, and particularly the existence or not of an inflammatory 
state. The observed effect of IVIG on NK cells, therefore, seems to be dependent on the inflammatory 




Specifically, we have demonstrated that T cells are necessary for NK cell proliferation. Our data 
suggest that T cells play a supporting role in NK cell survival. Indeed, as previously demonstrated, 
human pro-inflammatory cytokines are produced in our xeno-GvHD model.
17
 The creation of an 
inflammatory milieu, reminiscent of Kawasaki disease, could explain why we observe NK cell 
expansion upon IVIG treatment, and why in the absence of T cells no NK cells are detected (Figure 
3.9.6, p.107). In the clinical setting, patients at risk for GvHD always receive CsA, an inhibitor of T-
cell activation. Therefore, there is a distinct possibility that patients in an immunosuppressed state 
would not benefit from IVIG treatment to prevent GvHD, and this could explain why previous clinical 




In summary, our data indicate that weekly treatment of xeno-GvHD mice with IVIG leads to the 
expansion and activation of NK cells that play a critical role in reducing the incidence and mortality of 
GvHD. Furthermore, in the absence of NK cells, IVIG provide no beneficial effect against xeno-GvHD 
in our model. More importantly, our results highlight the importance of the presence of T cells for 
successful NK cell proliferation upon IVIG treatment, which could explain why clinical protocols 
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3.9 Figure Legends  
Figure 3.9.1 (p.102). Weekly IVIG treatment induces expansion of human NK cells. PBMC from 
PBS- (n=10, empty circles) and IVIG-treated mice (n=10, filled circles) were analyzed for percent (A) 
and (B) absolute numbers of NK cells. (C) PBMC isolated from PBS- and IVIG-treated mice and gated 
on hCD45
+
 cells were analyzed for CD3 and CD56 expression. Representative data of contour plots on 
day +14.  
Figure 3.9.2 (p.103). Phenotype and function of IVIG-induced NK cells. (A)  IVIG-treated xeno-
GvHD mice were injected with 1 mg BrdU on day +10, and received additional BrdU in their drinking 
water until being sacrificed on day +14. Cells were collected from the blood, spleen and liver of IVIG-
treated mice and analyzed by flow cytometry for BrdU incorporation and expression of annexin V and 
7-AAD. Representative data of contour plots on day +14 (left quadrant: subG0-G1 phase; lower left 
quadrant: G0-G1 phase; upper quadrant: S phase; lower right quadrant: G2-M phase). (B) Percent of 
NK cells in the S phase of the cell cycle (n=6). (C) Analysis of NK cells of blood and different tissue 
origin on day +14 for apoptosis (n=5; black bars: live cells; dotted bars: early apoptotic cells; white 
bars: late apoptotic cells).  
Figure 3.9.3 (p.104). IVIG induce the functional activation of human NK cells. (A) NK-cell 
specific activation markers were analyzed on day +14 on cells isolated from the blood (white bars), 
spleen (dotted bars), and liver (black bars) of IVIG-treated mice (n=5). (B) Splenocytes collected on 
day +10 from PBS- (empty circles) and IVIG-treated (filled circles) mice were used in cytotoxic assay 
against the K562 cells. Representative data (from 1 of 4 independent experiments) on cytotoxicity 
assay after a standard 4-hour 51Chromium Release Assay (CRA). 
Figure 3.9.4 (p.105). IVIG treatment reduces the incidence of GvHD and mortality in mice 
injected with huPBMCs, but not with NK-depleted huPBMCs. (A) Incidence of GvHD and (B) 
survival of PBS- and IVIG-treated (empty circles, n=23; filled circles; n=22, respectively) huPBMCs-
injected mice, and PBS- and IVIG-treated NK-depleted (empty squares; n=7; filled squares; n=6, 
respectively) huPBMCs-injected mice. 
Figure 3.9.5 (p.106). IVIG must be administered by the same route and the same day as 
huPBMCs for effective expansion of human NK cells. (A) IVIG were administered i.p. and 
huPBMCs i.v. and PBMC on day +14 were isolated from PBS- (n=10) and IVIG-treated (n=10) mice, 
gated on hCD45
+
 cells, and analyzed for CD3 and CD56 expression. Representative data of contour 
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plots on day +14. (B) Expansion of NK cells with initial IVIG treatment on day -1 (n=33), day +7 
(n=6) (p=0.04, 0.04, and 0.01 at days +7, +14, and +21 post-injection, respectively). (C) Incidence of 
GvHD in mice treated with IVIG from day -1 (dotted line; n=33) or +7 (line; n=6); p=0.02. 
Figure 3.9.6 (p.107). T cells are required for IVIG-induced NK-cell expansion in vivo. NK cell 
expansion was analyzed in IVIG-treated control (filled circles; n=10), OKT3-treated (empty squares, 
n=4), CsA-treated (filled triangles, n=7), or T cell-depleted huPBMCs-injected mice (empty circles; 
n=3). 
Figure 3.9.7 (p.108). Analysis of T cell proliferation and apoptosis in vivo in xeno-GvHD mice. A 
BrdU incorporation and an annexin V assays were performed on cells from the blood, spleen, and liver 
of xeno-GvHD mice that were sacrificed at day +14.  (A) Proliferation, assessed by the percentage of T 
cells in the S phase of the cell cycle and (B) apoptosis of T cells in vivo in PBS- (n=5, white), and 



















Figure 3.9.4 – IVIG treatment reduces the incidence of GvHD and mortality in mice injected 




Figure 3.9.5 – IVIG must be administered by the same route and the same day as huPBMCs for 












3.10 Discussion du deuxième article 
Les travaux décrits dans ce dernier article ont permis de déterminer que l’effet protecteur des IVIG sur 
la prévention de la GvHD dans le modèle murin xénogénique utilisé au sein de notre laboratoire n’était 
pas lié à une inhibition indirecte de l’activation ou de la prolifération des lymphocytes T. Possédant 
ainsi l’information que les IVIG ne semblaient pas agir de façon directe sur les cellules effectrices 
responsables du développement de la GvHD, et ayant remarqué l’expansion de la population cellulaire 
NK lors des trois premières semaines de traitement, on a exploré la possibilité que les cellules NK 
soient impliquées dans le processus préventif du développement de la GvHD initié par le traitement 
aux IVIG. On a démontré que sans la présence de cellules NK au sein du greffon, les IVIG n’avaient 
plus d’effet protecteur contre le développement de la GvHD, leur attribuant ainsi un rôle de première 
importance dans le mécanisme d’action des IVIG sur la prévention de la GvHD.  
Une facette importante de cette étude est la preuve de la nécessité pour la prévention efficace de la 
GvHD par l’utilisation d’IVIG à forte dose, malgré la présence de cellules NK, de lymphocytes T 
activés. La mise en évidence de cette particularité s’avère de grande importance dans un cadre 
d’application clinique du traitement à haute dose d’IVIG pour le traitement de prophylaxie de la 
GvHD.  
L’information la plus novatrice de cette étude demeure toutefois la démonstration de l’expansion de la 
sous-population lymphocytaire des cellules NK suite au traitement aux IVIG. En effet, malgré leur très 
grande utilisation dans le cadre de multiples protocoles cliniques, personne auparavant n’avait 
démontré le potentiel des IVIG pour l’expansion des cellules NK. 
 




4.1 L’utilité des IVIG dans la prévention de la GvHD 
Alors que certains groupes ont rapporté que les IVIG ont un effet bénéfique chez les patients de HSCT 
pour la prévention de la GvHD (126, 128), plusieurs autres n’ont pu démontrer leur utilité dans ce 
cadre clinique (129, 131, 178, 242-244). Il faut considérer que les données probantes de ces études 
cliniques émanent d’un contexte expérimental qui n’est pas idéal. En effet, l’hétérogénéité qui existe au 
niveau de l’historique médical et des protocoles de traitement des patients participant à ces études rend 
leur analyse laborieuse. La nature clinique de ces études rend impossible l’homogénéisation des 
variables expérimentales, telles que le conditionnement pré-greffe, la prophylaxie, la source des 
cellules souches, le degré de disparité HLA, la dose de cellules injectée, tout comme l’est leur 
élimination sélective. Pour ces raisons, l’étude de l’effet du traitement unique par les IVIG pour la 
prévention de la GvHD dans un contexte d’étude clinique demeure impossible, d’autant plus qu’il 
existera toujours un risque que les traitements des protocoles cliniques camouflent un potentiel effet 
bénéfique des IVIG. 
À la lumière de ces résultats peu concluants, et malgré l’efficacité démontrée des IVIG dans plusieurs 
autres applications cliniques (thérapie de remplacement pour les immunodéficiences primaires (245-
247), ITP (248-250), CIDP (251, 252), maladie de Kawasaki (253)), leur utilisation dans les 
traitements de prophylaxie de la GvHD fut peu à peu abandonnée. Le caractère biologique de ce 
produit, et par conséquent sa disponibilité limitée, ainsi que son prix obligent nécessairement à faire 
preuve de diligence lorsqu’on considère son utilisation. Puisqu’il existe plusieurs conditions médicales 
qui peuvent efficacement être traitées par les IVIG, on leur réserve habituellement prioritairement ce 
traitement. Ainsi, le manque d’évidences cliniques claires soutenant l’efficacité des IVIG pour la 
prophylaxie de la GvHD a potentiellement précipité leur retrait des protocoles cliniques. 
Notre laboratoire a donc jugé bon d’investiguer le rôle et l’utilité des IVIG dans la prophylaxie de la 
GvHD en utilisant un modèle murin xénogénique. On souhaitait ainsi déterminer clairement et 
définitivement si les IVIG ont un effet positif sur la prévention du développement de la GvHD. 
Un des plus grands avantages du modèle murin xénogénique est la possibilité d’étudier 
individuellement l’effet des IVIG dans la prévention de la GvHD, avec la possibilité ultérieure 
d’intégrer les immunosuppresseurs utilisés dans la prophylaxie clinique dans le but de calquer le plus 
fidèlement possible les protocoles cliniques. Cette stratégie expérimentale a permis de déterminer 
clairement l’utilité des IVIG dans la prévention de la GvHD, tout en considérant l’influence des 
traitements de conditionnement ou de prophylaxie, ce qui n’avait encore jamais été fait à ce jour. 
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4.2 Validité du modèle murin xénogénique choisi 
Le modèle murin de GvHD choisi afin d’effectuer ce projet de recherche se devait d’être fiable et de 
reproduire fidèlement et de façon robuste la GvHD humaine. Bien que plusieurs variantes d’un modèle 
murin de GvHD murine étaient disponibles au début de ce projet de recherche (brièvement, il s’agit 
d’un modèle de transplantation de moelle osseuse CMH-incompatible (254, 255)), on tenait 
absolument à étudier l’effet immunomodulateur des IVIG sur les cellules immunitaires humaines. En 
effet, il existe plusieurs différences au niveau de la diversité et de l’expression des FcγRs murins et 
humains (256), qui ont été révisées dans l’introduction de cette thèse. Ainsi, la réalisation de ce projet 
de recherche en utilisant un modèle murin aurait pu donner des résultats forts intéressants, sans pour 
autant que ceux-ci ne soient transposables dans un contexte cellulaire humain.  
Au commencement du projet de recherche, les souris NSG étaient le meilleur outil disponible en terme 
de modèle murin immunodéficient. Ces souris étant hautement immunosupprimées, on peut leur 
injecter des cellules humaines sans que celles-ci ne soient reconnues par le système immunitaire de 
l’hôte, et donc ainsi rejetées. Ce modèle permet donc l’injection d’un nombre important de cellules 
humaines provoquant une réaction du greffon contre l’hôte chez la souris, accompagnée de l’apparition 
des signes cliniques caractéristiques (232). Dans nos mains, cette souche murine a permis l’élaboration 
d’un modèle robuste de GvHD, accompagné des signes cliniques caractéristiques, telle l’atteinte 
viscérale, observée dans notre modèle au niveau du foie (infiltration lymphocytaire et présence de 
corps apoptotiques) (Figure 2.9.2, p.71). On observe également de façon très reproductible la 
prolifération des lymphocytes T humains, ainsi que l’apparition de signes cliniques caractéristiques de 
la GvHD (perte de mobilité, perte de poids et dégradation de l’apparence générale des souris) (Figure 
2.9.1, p.70 et Figure 2.9.3, p.72). On est alors confiant d’avoir à notre portée un modèle murin 
xénogénique représentatif de la GvHD humaine, qui permet l’étude du rôle immunomodulateur des 
IVIG dans la prophylaxie de la GvHD. 
Tout au long de la réalisation du projet de recherche, les modèles murins xénogéniques ont cependant 
évolués et se sont sophistiqués. Il existe désormais des souches de souris NSG déficientes pour les 








, lesquelles ne développent pas de 
GVHD (241, 257). De plus, l’avènement des souris déficientes pour le CMH de classe II et 
transgéniques pour le HLA-DRB1-0401 (NSG-Ab
0DR4) permet le développement d’un modèle de 
GvHD allogénique humaine. En effet, l’injection de lymphocytes T humains CD4+DR4- dans ces 
souris se solde par le développement d’une GvHD allogénique humaine, à cause de la disparité au 
niveau de l’allèle HLA-DRB1-0401, tout en évitant le développement de GvHD xénogénique, grâce à 
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l’absence de CMH de classe II murin (257). Il est évident que si ce dernier modèle avait existé au début 
de ce projet de recherche, il aurait permis d’améliorer la pertinence des résultats obtenus, par 
l’obtention d’une GvHD humaine allogénique, plus fidèle à la réalité clinique, plutôt qu’une GvHD 
xénogénique. 
Malgré tout, les IVIG pourraient toujours avoir un impact sur le développement de la GvHD dans le 
modèle choisi suite à leur interaction avec les cellules murines. Bien que les souris NSG soient très 
immunosupprimées et ne possèdent ni lymphocytes T et B, ou cellules NK, il n’en demeure pas moins 
qu’elles possèdent des macrophages qui expriment les FcγRIIB, FcγRIII et FcRn (258-260) qui ont le 
potentiel de lier les IgG humaines (142, 256), ainsi que des DC et des granulocytes, bien que leur 
fonctionnalité soit remise en doute (237). Les souris NSG possèdent donc des APC, bien qu’on ne 
connaisse pas exactement leur fonctionnalité, qui sont somme toute susceptibles d’être influencées par 
le traitement aux IVIG, et qui pourraient être impliquées dans le mécanisme de réduction de 
développement de la GvHD (3, 6, 67, 72, 75, 261).  
Toutefois, les modèles plus récents de GvHD xénogéniques suggèrent que les APC responsables du 
déclenchement de la GvHD proviennent du greffon, plutôt que du receveur (262). On a d’ailleurs 
montré au laboratoire que les splénocytes isolés de souris NSG ne semblent pas capables de stimuler 
les huPBMCs (263) (Chapitre 6, p.130). Dans un essai de réaction lymphocytaire mixte, les 
splénocytes de souris NSG irradiées et mélangées à un ratio 1:1 avec des lymphocytes T humains 
isolés n’ont pas réussi à induire leur prolifération, alors que des huPBMCs allogéniques irradiées en 
ont été capables (Figure 6.9.7, p.163). On a ainsi conclu que les lymphocytes T humains dans ces 
conditions in vitro précises ne peuvent être activés dans un contexte de CMH murin, ce qui corrobore 
néanmoins l’idée que les APC murines chez les souris NSG ne sont pas responsables du déclenchement 
de la GvHD (262). De plus, on a démontré que des DC humaines chargées d’un lysat préparé à partir 
de splénocytes de souris NSG peuvent stimuler les huPBMCs (263), ce qui confirme que les antigènes 
murins peuvent activer les lymphocytes T humains, à condition d’être présentés dans un contexte de 
CMH humain. Ceci est d’autant plus confirmé par l’absence d’activation des lymphocytes T lorsqu’ils 
sont incubés seuls avec le lysat de splénocytes murins (Figure 6.9.7, p.163). Ce dernier résultat suggère 
alors que les APC du donneur, en apprêtant des antigènes provenant du receveur par la voie indirecte 
de présentation antigénique, peuvent initier la GvHD.  
Une autre possibilité peut être que les APC du donneur acquièrent des complexes MHC:peptide du 
receveur par trogocytose, permettant ainsi la présentation antigénique croisée. Ce mécanisme de 
présentation croisée n’induit pas l’activation des lymphocytes T, mais favorise plutôt la formation de 
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synapse immunologique, essentielle à la réponse proliférative complète des lymphocytes T (264). 
Ainsi, de deux choses l’une : soit les IVIG fixées aux APC murines peuvent inhiber le phénomène de 
trogocytose, essentiel pour la présentation croisée, ou encore elles sont transférées avec le complexe 
MHC:peptide lors de la trogocytose et peuvent ensuite affecter la formation de synapses 
immunologiques, ce qui pourrait réduire ou ralentir l’activation des lymphocytes T chez les souris 
traitées aux IVIG. 
 
4.3 Les IVIG contribuent à réduire la GvHD dans le modèle murin 
xénogénique 
On a clairement démontré dans ce modèle murin xénogénique que l’administration hebdomadaire 
d’IVIG à haute dose retarde le développement de la GvHD, ainsi que la mortalité qui y est reliée 
(Figure 2.9.1, p.70 et Figure 2.9.3, p.72). Cette réduction de l’incidence de la GvHD ne semble 
toutefois pas découler de la réduction de la prolifération des lymphocytes T, ni de leur activation 
(Figure 2.9.4, p.73 et Chapitre 3, p.79), ce qui confirme que les IVIG ont un effet immunomodulateur, 
plutôt qu’immunosuppressif.  
Padet et al ont par ailleurs démontré que les IVIG se fixent aux lymphocytes T humains 
(nécessairement par un mécanisme FcγR-indépendant (97)), en bloquant vraisemblablement les voies 
de co-stimulation, ce qui prévient leur activation efficace (209), sans toutefois supprimer ces cellules. 
On peut donc suggérer que ce mécanisme soit impliqué dans l’immunomodulation par les IVIG, en 
prévenant l’activation des lymphocytes T, sans toutefois modifier leur nombre. Il faut cependant 
souligner que lorsqu’on a vérifié le niveau d’activation des lymphocytes T dans les deux groupes 
expérimentaux de souris, on n’a relevé aucune différence (Chapitre 3, p.79). Évidemment, cette 
différence pourrait simplement être attribuée au jour de prélèvement du sang qui a servi pour effectuer 
ce test. Dans leur article, Padet et al stimulent les cellules pendant une période de 24 heures avant 
d’effectuer leur lecture, tandis que notre premier prélèvement était effectué une semaine après 
l’injection initiale des huPBMCs et des IVIG.  
Le rôle immunomodulateur des IVIG dans la prévention de la GvHD est par ailleurs soutenu par le 
profil de cytokines humaines plasmatiques retrouvé chez les souris (Figure 2.9.5, p.74). En effet, on 
observe clairement que l’utilisation d’immunosuppresseurs (CsA et OKT3) mène à la réduction de la 
sécrétion de l’interféron-γ (IFN-γ) et l’IL-10, deux cytokines que l’on trouve à des niveaux 
comparables chez les souris traitées avec PBS ou IVIG. De plus, on observe une réduction significative 
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des cytokines IL-2, IL-15 et IL-17 chez les souris traitées avec IVIG, ce qui n’est pas observé dans les 
souris des autres groupes expérimentaux. Ceci suggère donc que les IVIG ont un mécanisme d’action 
immunomodulateur particulier, distinct de celui des immunosuppresseurs et qu’il affecte plus d’une 
population cellulaire, sachant que l’IL-2 et l’IL-17 sont produites par les lymphocytes T, tandis que 
l’IL-15 est sécrétée par les cellules mononucléées phagocytaires (265). 
La différence au niveau de la concentration plasmatique d’IL-2 et d’IL-15 pourrait notamment être 
expliquée par la consommation de ces cytokines par les cellules NK afin d’assurer leur survie (266, 
267) et leur maturation (42). Ainsi, l’IL-2 disponible serait consommée par les lymphocytes T pour 
leur activation dans les deux groupes expérimentaux, et de surcroît par les cellules NK chez les souris 
traitées avec les IVIG, ce qui expliquerait sa concentration plasmatique moindre dans ce dernier 
groupe. L’IL-15 est également nécessaire pour la différentiation des cellules NK, leur maturation 
fonctionnelle et leur survie (41). De façon similaire, l’IL-15 produit par les cellules mononuclées 
phagocytaires lors de la GvHD chez les souris NSG serait consommée par les cellules NK des souris 
traitées avec les IVIG, ce qui expliquerait sa concentration plasmatique diminuée dans ce groupe 
expérimental.  
Enfin, l’IL-17 sécrétée par les lymphocytes Th17 a des propriétés pro-inflammatoires qui peuvent 
influencer une large gamme de types cellulaires (268), en amplifiant l’inflammation locale et en 
permettant la chimiotaxie des neutrophiles et des monocytes aux sites d’inflammation, augmentant 
ainsi l’induction de molécules co-stimulatoires nécessaires à l’activation des lymphocytes T (269). 
Tous ces phénomènes peuvent contribuer au développement de la GvHD. Le traitement aux IVIG a 
réduit la sécrétion de l’IL-17 dans des modèles de CIDP et de la maladie de Kawasaki, bien que le 
mécanisme et les implications qui en découlent ne soient toujours pas résolus (270). Ainsi, on peut 
émettre l’hypothèse que le traitement aux IVIG dans notre modèle murin permet une réduction 
semblable des lymphocytes Th17, réduisant ainsi la concentration plasmatique d’IL-17 sécrétée. 
Puisque l’IL-15 peut influencer la production de l’IL-17, on peut également supposer que la 
concentration moindre d’IL-15 chez les souris traitées aux IVIG contribue directement à réduire la 
sécrétion d’IL-17 (271). Ces deux effets pourraient également agir en synergie, ce qui expliquerait 
l’absence totale d’IL-17 dans le plasma des souris traitées aux IVIG dans les premières semaines post-
injection (Figure 2.9.5, p.74). Puisque les lymphocytes Th17 sont impliqués dans l’expression de l’IL-6 
(268), qui joue un rôle central dans l’activation des lymphocytes T (272), on peut également supposer 
que leur réduction suite au traitement aux IVIG soit corrélée à la concentration réduite d’IL-6, bien que 
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non-significative (Figure 2.9.5, p.74), ce qui contribuerait à la réduction de la sévérité de la GvHD dans 
notre modèle.  
Il ne faut cependant pas sous-estimer l’effet que peut avoir une réduction de l’activation des 
lymphocytes T sur l’issue de la HSCT. Bien que celle-ci puisse effectivement réduire le développement 
de la GvHD, elle réduit également l’effet bénéfique de la GvL, laissant ainsi le patient à risque de subir 
une rechute de la maladie.  
Le résultat le plus novateur fut certainement l’observation de l’expansion de cellules NK humaines 
activées dans les souris traitées hebdomadairement avec les IVIG, tel que démontré par l’incorporation 
de 5-bromo-2’-deoxyuridine (BrdU) et le décompte de cellules en circulation (Figure 3.9.1, p.102, 
Figure 3.9.2, p.103 et Figure 3.9.3, p.104). Cependant, lorsque les IVIG ne sont pas administrées par la 
même voie que le greffon, ou que leur administration initiale est décalée de l’infusion du greffon, 
l’expansion des cellules NK, ainsi que l’effet bénéfique de prévention sur la GvHD disparaissent 
(Figure 3.9.5, p.106). Ces résultats suggèrent alors deux possibilités : soit l’expansion des cellules NK 
et l’effet protecteur contre la GvHD découlent directement de l’effet des IVIG sur les cellules NK du 
greffon, soit ils sont une conséquence de la modification de certaines cellules murines suite à leur 
interaction avec les IVIG. De plus, lorsque les lymphocytes T humains du greffon sont inactivés ou 
absents, il n’y a évidemment pas de développement de GvHD, mais malgré le traitement aux IVIG, il 
n’y a également aucune expansion des cellules NK (Figure 3.9.6, p.107). Ces conditions particulières 
rappellent l’étude de Tha-In et al (113) où le traitement des DC avec les dimères ou multimères d’IVIG 
nécessite la présence de lymphocytes T afin d’activer les cellules NK et ainsi induire leur activité 
cytotoxique. Ainsi, les lymphocytes T semblent également avoir un rôle central dans l’expansion par 
les IVIG des cellules NK , ce qui sera discuté plus en détail à la section 4.5.  
Les DC humaines incubées in vitro avec les IVIG ont le pouvoir d’activer les cellules NK, qui peuvent 
ensuite lyser ces mêmes DC par ADCC et ainsi diminuer le nombre d’APC pouvant activer les 
lymphocytes T du greffon (113, 273-275), ce qui a le potentiel d’éliminer le développement de la 
GvHD à la source. Il est tentant de croire que ce même mécanisme peut être à l’origine de l’effet 
bénéfique des IVIG dans le modèle murin utilisé. Les IVIG, bien que d’origine humaine, peuvent 
efficacement se lier aux cellules d’origine murine (142). Bien que les DC matures soient 
habituellement résistantes à la lyse par les cellules NK, lorsque celles-ci sont recouvertes par les IVIG, 
elles sont reconnues par les FcγRIII des cellules NK et peuvent ensuite être lysées par ADCC (113). Il 
y a donc possibilité que les IVIG puissent activer les cellules NK dans notre modèle murin 
xénogénique, soit en se liant aux DC humaines du greffon, ou sur les DC murines.  
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Afin de tester cette hypothèse, on a tout d’abord évalué la fonction cytotoxique des cellules NK 
induites par les IVIG. En effectuant un test de relargage de chrome avec les cellules NK récupérées des 
souris traitées aux IVIG, on a démontré que ces cellules pouvaient effectivement tuer les cellules cibles 
K562, bien qu’à un faible niveau (Figure 3.9.3, p.104). Cette faible réponse cytotoxique peut être 
expliquée par la fréquence de lyse des cellules NK. Effectivement, une seule cellule NK est capable de 
lyser en série plusieurs cellules cibles. Cette lyse des cellules cibles est assurée par le relâchement de 
perforine et de granzyme B par les cellules NK. Cependant, après la lyse en série de plusieurs cellules 
cibles par une même cellule NK, les réserves de perforine et de granzyme B baissent et les cellules NK 
souffrent d’épuisement (276). En supposant que les cellules NK induites par les IVIG peuvent lyser les 
DC dans notre modèle murin, le phénomène d’épuisement expliquerait pourquoi les cellules NK 
récoltées des souris traitées aux IVIG ne démontrent qu’un faible potentiel cytotoxique contre les 
cellules cibles K562. En effet, les cellules NK provenant des souris traitées aux IVIG pourraient 
souffrir d’épuisement au moment de leur récolte, ce qui expliquerait ainsi pourquoi la réponse 
cytotoxique observée est si faible. Il serait intéressant de valider cette hypothèse en stimulant les 
cellules NK récoltées des souris traitées aux IVIG avec de l’IL-2, et d’évaluer ensuite leur potentiel 
cytotoxique envers la lignée cible K562 (276). Assurément, la meilleure approche d’un point de vue 
expérimental serait de récolter les cellules NK des souris traitées aux IVIG pour le test de relargage de 
chrome avant qu’elles ne souffrent d’épuisement. Malheureusement, ceci est presque impossible, étant 
donné la proportion de cellules NK disponibles à un moment plus précoce du traitement et vu le 
nombre de cellules nécessaires pour effectuer ce test. Somme toute, on démontre la fonctionnalité des 
cellules NK induites par les IVIG. Leur rôle dans la prévention de la GvHD est discuté plus en détail à 
la section 4.4.  
Un autre mécanisme connu des IVIG qui peut être corrélé à la prévention ou réduction de la GvHD est 
leur capactié à réguler la fonction des DC. Les IVIG peuvent effectivement inhiber l’apprêtement des 
antigènes par les DC (180, 198, 199), diminuer l’expression du CD80 (209) et inhiber la 
reconnaissance des DC par le TCR des lymphocytes T (232). Tous ces phénomènes peuvent réduire la 
stimulation des lymphocytes T (209) et ainsi contribuer à réduire la GvHD.  
Un dernier mécanisme potentiel de réduction de la GvHD par les IVIG est l’augmentation de 
l’expression de PD-L1 (programmed death-ligand 1) sur les monocytes (277), ce qui contribue à 
l’inhibition de la fonctionnalité des lymphocytes T dans un modèle de réaction lymphocytaire mixte. 
Ainsi, on peut concevoir d’évaluer dans notre modèle si le traitement hebdomadaire aux IVIG induit 
une augmentation de PD-L1 à la surface des monocytes, ce qui contribuerait à inhiber l’activation des 
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lymphocytes T. Bien qu’on n’observe pas de diminution de l’activation des lymphocytes T (Chapitre 3, 
p.79), les techniques utilisées à cette fin diffèrent entre notre étude et celle de Padet et al (277). Ainsi, 
on pourrait vérifier l’activation des lymphocytes T dans le modèle de GvHD en quantifiant l’ARNm de 
l’IL-2 produite, plutôt que d’effectuer des marquages de surface en cytométrie en flux. Cette approche 
permettrait également de déterminer si la plus faible concentration plasmatique d’IL-2 chez les souris 
traitées aux IVIG est due à une baisse de production par les lymphocytes T, ou plutôt à sa 
consommation par les cellules NK, tel qu’exposé précédemment dans cette section.  
Tel que souligné dans l’introduction, les IVIG possèdent plusieurs mécanismes d’action distincts. Leur 
effet bénéfique dans la prévention de la GvHD découle sûrement de la synergie de plusieurs de ces 
mécanismes. On leur connaît déjà, suite à nos travaux, la capacité d’induire l’expansion de cellules NK 
fonctionnelles. Afin de cerner dans un projet futur clairement quelle est la totalité de la contribution des 
IVIG dans la réduction de la GvHD dans notre modèle, on pourrait évaluer la production des cytokines 
plutôt que leur concentration plasmatique, leur capacité à inhiber l’apprêtement et l’activation des APC 
et incidemment l’activation des lymphocytes T dans le modèle murin xénogénique. 
 
4.4 Le rôle des cellules NK dans la prévention de la GvHD 
On a démontré dans notre modèle que les cellules NK induites par les IVIG sont de phénotype activé, 
fonctionnelles (Figure 3.9.2, p.103) et essentielles à l’effet bénéfique des IVIG pour la prévention de la 
GvHD (Figure 3.9.4, p.105 et Figure 3.9.5, p.106). Celle-ci ne dure que durant les trois premières 
semaines post-injection, soit la période de survie des cellules NK du greffon (45-47), ce qui renforce 
définitivement l’hypothèse selon laquelle les cellules NK sont indispensables à la protection contre la 
GvHD. De plus, on se rappellera qu’une forte proportion de cellules NK au sein du greffon est corrélée 
à une moindre incidence de GvHD (88), ce que corroborent également les résultats obtenus dans notre 
modèle (Chapitre 3, p.79). Afin de confirmer que ces cellules NK sont bel et bien les cellules 
effectrices de la prévention de la GvHD, on a fait un essai de transfert adoptif de 4x10
6
 cellules NK 
humaines autologues activées ex vivo (278) chez des souris du modèle de GvHD, à partir de jour 0 et 
ensuite à intervalle de trois jours. Si les cellules NK activées sont seules responsables de l’effet 
protecteur contre le développement de la GvHD, on aurait dû observer une réduction de la mortalité 
chez ces souris. Malheureusement, cet essai s’est avéré non-concluant, les souris recevant les cellules 
NK activées décédant de GvHD au même rythme que les souris du groupe contrôle. Ainsi, on peut 
émettre deux hypothèses : soit les conditions expérimentales du transfert adoptif des cellules NK 
activées n’étaient pas optimales pour la prévention de la GvHD dans le modèle utilisé, ou encore les 
 119 
 
IVIG ont un réel rôle dans la prévention de la GvHD et doivent absolument être présentes de pair avec 
les cellules NK afin de transmettre leur effet protecteur.  
Afin de mieux discerner l’implication des cellules NK induites par les IVIG dans la prévention de la 
GvHD, on s’est inspiré d’une étude par Olson et al, qui ont décrit un effet régulateur des cellules NK, 
permettant l’inhibition de la prolifération et de l’activation des lymphocytes T (89). Cependant, les 
résultats obtenus de l’analyse hebdomadaire des populations lymphocytaires du sang périphérique 
(Figure 2.9.4, p.73), ainsi que les résultats d’incorporation du BrdU et de l’expression de l’Annexin V 
(Figure 3.9.7, p.108) ne démontrent pas d’effet régulateur des cellules NK sur le contrôle de la 
prolifération des lymphocytes T dans notre modèle murin xénogénique de GvHD. On a donc éliminé la 
possibilité que les IVIG puissent induire l’expansion et l’activation d’une population NK régulatrice. 
On s’est alors rabattu sur l’hypothèse selon laquelle les cellules NK activées peuvent lyser les DC 
couvertes d’IVIG, et ainsi réduire la présentation aux lymphocytes T (113, 273-275), tel qu’expliqué à 
la section précédente. Étant donné le très faible nombre d’APC dans notre modèle, on a opté pour le 
dénombrement des APC murines et humaines, plutôt que de procéder par des tests de dégranulation, de 
cytotoxicité ou d’apoptose. La comparaison du nombre d‘APC murines et humaines entre les souris du 
groupe contrôle et celles recevant les IVIG hebdomadairement n’a relevé aucune différence. De plus, 
la comparaison de ces populations cellulaires entre des souris injectées avec des huPBMCs totaux et 
des huPBMCs déplétées de cellules NK, toutes traitées avec les IVIG, a donné des résultats similaires 
(Chapitre 3, p.79). Ainsi, à la lumière de ces résultats, on a déterminé que les cellules NK induites par 
les IVIG ne semblaient pas lyser les APC murines ou humaines, ce qui aurait pu, incidemment, réduire 
la GvHD. Bien que les APC ne semblent pas être lysées par les cellules NK induites par les IVIG, il 
mérite toutefois de souligner la nature ponctuelle de ces résultats. En effet, les souris du groupe 
contrôle sont à l’article de la mort au jour +14 post-injection. Il n’est donc pas farfelu de penser que la 
comparaison de populations cellulaires entre les souris traitées aux IVIG et les souris du groupe 
contrôle dont la mort est imminente pourrait camoufler un effet réel des cellules NK sur l’apoptose des 
APC chez les souris traitées aux IVIG. Toutefois, la récolte des organes à un moment plus précoce 
(jour +7 post-injection) n’a pas permis d’obtenir de meilleurs résultats, les APC et les cellules NK étant 
trop peu nombreuses pour effectuer les expériences (Figure 3.9.1, p.102 et résultats non publiés). De 
plus, puisqu’on dénombre les APC humaines en tant qu’une seule population HLA-DR+, sans faire de 
distinction entre les DC, les macrophages et les lymphocytes B, il est possible qu’un effet sur une sous-
population particulière soit camouflé par l’augmentation de l’expression de HLA-DR suite à 
l’activation des APC (279). Les APC murines se résument aux DC et macrophages, les souris NSG 
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n’ayant pas de lymphocytes B. Aucune de ces deux populations ne semblent toutefois être lysées par 
les cellules NK induites par les IVIG (résultats non publiés). Ainsi, on croit que si les cellules NK 
peuvent lyser les APC, à la lumière des résultats obtenus, il serait plus probable qu’elles agissent sur 
les APC d’origine humaine. 
Rien n’exclut toutefois la possibilité que les APC murines et humaines soient modifiées par les IVIG 
sans nécessairement être lysées, ce qui pourrait affecter leur capacité à fournir les signaux cellulaires 
nécessaires à l’activation des lymphocytes T, tel que discuté précédemment.  
 
4.5 Mécanisme d’action des IVIG sur les cellules NK 
Le rôle des IVIG dans l’expansion des cellules NK n’a pas encore été élucidé. Peut-être les IVIG ne 
font-elles que garantir la survie des cellules NK suite à leur injection dans les souris, ou peut-être 
encore sont-elles nécessaires pour leur prolifération. On sait par ailleurs que ces lymphocytes T sont 
nécessaires in vitro pour la prolifération, mais pas l’activation des cellules NK (113). Dans le modèle 
murin xénogénique de GvHD, on croit que certaines cytokines sécrétées par les lymphocytes T soient 
utilisées par les cellules NK pour leur expansion et leur activation. On pense notamment à l’IL-2 et 
l’IL-15, deux cytokines essentielles à la survie et l’activation des cellules NK (266, 267) qui sont 
retrouvées en plus faible concentration dans les souris recevant les IVIG que chez les souris contrôles 
(Figure 2.9.5, p.74). Effectivement, en l’absence de lymphocytes T au sein du greffon, et ce malgré le 
traitement hebdomadaire avec les IVIG, on n’observe tout simplement pas de cellules NK, qui sont 
pourtant présentes au sein du greffon au moment de l’injection (Figure 3.9.6, p.107). En l’absence de 
lymphocytes T matures, les cellules NK maintiennent un statut immature (i.e. non-fonctionnel) (280), 
ce qui suggère que les cytokines produites par les lymphocytes T soient indispensables à leur 
activation, et qu’ainsi le traitement aux IVIG seul ne permettrait pas leur activation. La présence de 
lymphocytes T activés n’est cependant pas suffisante à l’expansion des cellules NK, comme on a pu le 
remarquer dans le groupe de souris contrôles (Figure 3.9.1, p.102), ce qui suggère également un rôle 
des IVIG. 
Widiapradja et al ont démontré que le traitement à haute dose d’IVIG promeut la survie des cellules 
neuronales, en inhibant l’activation de l’inflammasome et de la signalisation apoptotique et en 
augmentant les niveaux de Bcl-2, une protéine anti-apoptotique (281). On sait par ailleurs que Bcl-2 
permet de restaurer les cellules NK en l’absence de signalisation via l’IL-15Rβ, sans pour autant 
restaurer leur capacité cytotoxique (282). Ainsi, on croit que le maintien d’un haut niveau de Bcl-2, 
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grâce au traitement à haute dose d’IVIG, permet la survie initiale des cellules NK suite à la greffe, dans 
l’attente de la production par les huPBMCs des cyotkines humaines nécessaires à leur activation, 
notamment les IL-2, IL-4, IL-7, IL-10, IL-12, IL-15, IL-18, IL-21, les IFN de type I et II, ainsi que le 
TGF-β (transforming growth factor β - facteur de croissance transformant β) (41, 42, 44, 283-285). La 
faible activité cytotoxique des cellules NK dans les souris traitées aux IVIG pourrait être expliquée par 
la quantité insuffisante des cytokines nécessaires à leur activation. Ceci limiterait alors le 
renouvellement de la fonction cytotoxique, menant à l’épuisement précoce des cellules NK. Cette 
hypothèse est par ailleurs soutenue par plusieurs études cliniques où les IVIG sont administrées dans 
des conditions non-inflammatoires et où le nombre de cellules NK est plutôt diminué suite au 
traitement, confirmant l’importance des cytokines de profil inflammatoire dans la survie et l’activation 
des cellules NK (164, 216, 229). 
On pourrait tester l’implication de Bcl-2 dans notre modèle en vérifiant son niveau d’expression dans 
les tissus de souris traitées aux IVIG en comparaison avec les souris du groupe contrôle. Également, tel 
que mentionné précédemment, plutôt que de s’en tenir à l’évaluation de la concentration plasmatique 
des cytokines humaines, il est possible d’envisager l’évaluation de leur production en mesurant leurs 
niveaux d’ARNm afin de déterminer si leur concentration plasmatique plus basse chez les souris 
traitées aux IVIG découle d’une production moindre suite au traitement, ou plutôt de leur 
consommation par les cellules NK. 
Puisque l’injection des IVIG à l’extérieur du microenvironnement qui reçoit les huPBMCs, ou encore 
le simple décalage du traitement initial d’IVIG par rapport à l’injection des huPBMCs abroge toute 
expansion des cellules NK (Figure 3.9.5, p.106), on croit que les IVIG sont à tout le moins nécessaires 
pour la survie initiale des cellules NK suite à leur injection, ce qui rejoint les travaux de Widiapradja et 
al (281). L’absence d’effet positif des IVIG sur la prévention de la GvHD en l’absence des cellules NK 
au sein du greffon corrobore d’ailleurs élégamment cette hypothèse (Figure 3.9.4, p.105 et Figure 
3.9.5, p.106). 
Ainsi, on comprend aisément que les cellules NK ne puissent survivre lorsque les lymphocytes T du 
greffon, qui fournissent la majorité des cytokines humaines nécessaires à la survie des cellules NK, 
sont éliminés. Cependant, on se demande si l’élimination des lymphocytes T des patients, chez qui les 
populations cellulaires survivant aux traitements pré-HSCT peuvent toujours produire certaines 
cytokines (265), aura le même effet. Cela étant dit, le traitement à haute dose d’IVIG pourrait avoir 
deux dénouements distincts : 1) les IVIG permettent l’expansion et l’activation des cellules NK, malgré 
l’absence des lymphocytes T causée par les traitements immunosuppresseur, ou encore 2) les 
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lymphocytes T sont essentiels et indispensables chez les humains pour la survie et l’activation des 
cellules NK, et le traitement d’IVIG n’a aucun effet.  
 
4.6 L’effet des IVIG sur la reconstitution immunitaire 
Lors des années 1990, alors que régnait un doute quant à l’efficacité réelle des IVIG pour la réduction 
de la GvHD, on suggérait également que les IVIG pouvaient avoir un effet indésirable sur la qualité de 
la reconstitution immunitaire post-HSCT (243), notamment au niveau de la restriction de la 
différenciation lymphocytaire B (286). Ainsi, l’absence d’efficacité démontrée pour la prévention de la 
GvHD, jumelée à une crainte d’atteinte à la reconstitution immunitaire, en plus de la preuve de 
l’augmentation du risque de développer d’autres complications (131), se sont soldées en la 
discontinuation de l’usage des IVIG dans le protocole clinique post-HSCT. Personne n’a toutefois 
déterminé si les IVIG affectaient réellement la qualité et la rapidité de la reconstitution immunitaire, ce 
qui a été fait dans le cadre de ce projet de recherche, en utilisant un modèle murin humanisé. 





 provenant de sang de cordon ombilical par la voie intraveineuse. 
Suite à la différentiation des cellules souches injectées, ces souris développent un système immunitaire 
humain. On a démontré que le traitement hebdomadaire aux IVIG entraîne une réduction transitoire de 
la différenciation des lymphocytes B (Figure 2.9.6, p.75), sans toutefois affecter la thymopoïèse 
(Figure 2.9.7, p.76).  
Ces résultats proviennent toutefois d’un modèle murin d’humanisation, qui n’est pas complètement 
fidèle à la reconstitution immunitaire humaine post-HSCT. Chez les patients greffés, les neutrophiles et 
les monocytes/macrophages sont les premières populations cellulaires à être reconstituées, de pair avec 
les cellules NK, normalement lors du premier mois post-HSCT (287). Les cellules NK atteignent leurs 
niveaux normaux et expriment un répertoire KIR représentatif du donneur habituellement après une 
période de six mois (80, 288). Les lymphocytes T dominent rapidement le répertoire immunologique 
post-HSCT : les lymphocytes T CD8
+
 sont habituellement reconstitués dans les premiers trois mois, et 
retrouvent leurs niveaux normaux avant la fin de la première année post-greffe, alors que les 
lymphocytes T CD4
+
 mettent plusieurs années à se reconstituer (287). Finalement, les lymphocytes B 
sont habituellement complètement absents durant les premiers mois post-greffe et atteignent leurs 
niveaux normaux après un an (80, 287, 288). 
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Dans notre modèle murin humanisé, les monocytes et les cellules NK sont détectés dans le sang 
périphérique dès trois semaines post-HCST (Figure 2.9.6, p.75). Bien que le modèle utilisé dans ce 
projet ne soit pas optimal pour le développement des lignées cellulaires myéloïdes, notamment les 
granulocytes (88, 289-292), on décèle des cellules myéloïdes dès six semaines post-HSCT dans la rate 
et la moelle osseuse (résultats non-publiés). Les lymphocytes B sont ensuite détectés après un mois 
dans le sang périphérique (Figure 2.9.6, p.75), et finalement, on détecte les lymphocytes T au bout 
d’environ trois mois (Figure 2.9.6, p.75).  
On remarque donc une différence majeure dans la reconstitution des répertoires de lymphocytes B et T 
entre les patients de HSCT et notre modèle murin humanisé. Alors que les lymphocytes T dominent 
rapidement le répertoire immunologique chez les patients et que les lymphocytes B se manifestent en 
dernier lieu, c’est tout le contraire qui se produit dans notre modèle murin humanisé. De plus, il faut 
attendre plus de 22 semaines post-HSCT avant que les lymphocytes T soient plus nombreux que les 
lymphocytes B dans les souris (Figure 2.9.6, p.75) et ainsi refléter les proportions attendues qui sont 
observées chez les patients (288).  
En outre, notre étude n’a fait que regarder le développement et l’apparition des différentes populations 
cellulaires dans le sang périphérique des souris, sans jamais tester leur fonctionnalité. Ainsi, il est 
possible que les cellules puissent se différencier, mais sans toutefois être fonctionnelles. On rapportait 
cependant à l’époque que les lymphocytes B issus de ce modèle pouvaient produire des anticorps suite 
à la stimulation par antigènes (293). 
Bien qu’à l’époque de ces expériences, il s’agissait du meilleur modèle disponible pour étudier le 
développement du système immunitaire, on sait aujourd’hui que plusieurs sous-populations humaines 
ne survivent pas ou ne sont pas fonctionnelles dans les modèles murins humanisés (291, 294). De plus, 
on sait également aujourd’hui que l’administration d’IVIG mène à l’anergie des lymphocytes B, qui est 
causée par l’inhibition de l’expression des CD40, CD80 et CD86 à la surface de ces cellules, et de 
l’expression de plusieurs gènes responsables du contrôle de la prolifération lymphoïde (myc, p53, fas, 
sp1, egr1) (295). Ceci suggère fortement que le mécanisme d’action des IVIG ne soit pas simplement 
un effet passif (295), mais qu’il puisse effectivement altérer les cellules, ce qui explique que leurs 
effets dépassent la durée de la demie-vie (136). 
Cependant, tant qu’il n’existera pas de modèles murins humanisés robustes permettant de tester la 
fonctionnalité des cellules issues de la reconstitution immunitaire, il sera plutôt difficile de déterminer 
avec certitude si les IVIG affectent la qualité de la reconstitution immunitaire post-HSCT. Certains 
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portent toutefois espoir qu’un tel modèle puisse bientôt voir le jour (296). Ainsi, bien que le modèle 
utilisé démontre que les lymphocytes B sont présents chez les souris traitées avec IVIG en nombre 
équivalent au groupe contrôle, leur fonctionnalité n’a pas été testée, si bien qu’il est possible que les 
IVIG causent l’anergie des lymphocytes B, les empêchant ainsi d’être fonctionnelles post-traitement. 
Évidemment, le silence fonctionnel de lymphocytes B se traduit par un défaut de l’immunité humorale, 
ce qui peut être corrigé par l’administration d’IVIG, lesquelles contiennent une multitude d’anticorps, 
permettant ainsi de fournir passivement une immunité humorale. L’administration d’IVIG post-HSCT 
ne porterait donc probablement pas directement atteinte au patient, mais il ne s’agit certainement pas 
d’un usage efficace des IVIG.  
 
4.7 Translation vers la pratique clinique 
Bien que toutes les informations acquises lors de la réalisation de ce projet de recherche soient très 
intéressantes dans une perspective de traitement clinique de la GvHD, on doit se rendre à l’évidence, à 
l’analyse de certains des résultats, que le contexte particulier du traitement de conditionnement pré-
greffe et de prophylaxie rendrait l’ajout des IVIG à haute dose dans le protocole de prophylaxie de la 
GvHD probablement futile. Effectivement, la nécessité absolue sous IVIG d’avoir des lymphocytes T 
activés pour l’expansion et l’activation des cellules NK, qui sont responsables de l’effet bénéfique 
contre la GvHD, s’avère être l’obstacle majeur à l’application de ce traitement dans les protocoles 
cliniques. Il serait en effet impossible de retirer les immunosuppresseurs (CsA ou autre) du traitement 
de prophylaxie, ce qui mettrait inévitablement la vie des patients en danger. L’utilisation 
d’immunosuppresseurs pourrait en outre expliquer les résultats non concluants obtenus lors des années 
1990 dans les études cliniques où les IVIG étaient administrées afin de prévenir le développement de la 
GvHD. Dans notre modèle, lorsque les lymphocytes T activés étaient absents du greffon, que ce soit 
par leur élimination du greffon pré-greffe, ou par leur inactivation in vivo post-greffe, aucune 
expansion des cellules NK, ni protection contre la GvHD n’étaient observées, malgré le traitement 
hebdomadaire d’IVIG. Puisque la CsA, ou un immunosuppresseur ciblant les lymphocytes T, fait 
partie de tous les protocoles de prophylaxie chez les patients qui reçoivent une HSCT, il est raisonnable 
de penser que l’administration d’IVIG ne donnera aucun effet bénéfique.  
Puisqu’on semble toutefois avoir obtenu un certain succès avec les NK induits par les IVIG afin de 
prévenir la GvHD, on pourrait toutefois tenter de répliquer ces résultats avec des cellules NK activées. 
Puisque l’administration de CsA inhibe la dégranulation des cellules NK, ainsi que leur production de 
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cytokines (notamment l’IFN-γ et la protéine inflammatoire des macrophages 1β (macrophage 
inflammatory proteins : MIP-1β)) (297, 298), il serait préférable de développer un traitement 
d’infusion de cellules NK activées ex vivo, plutôt que de cibler leur activation in vivo. Dans des études 
pré-cliniques où des cellules NK du donneur préalablement expansées ex vivo sont injectées dans des 
modèles murins de HSCT, la survie des souris est améliorée et la GvHD est diminuée, advenant que les 
cellules NK soient injectées au moment opportun, ce qui explique sûrement pourquoi on n’a pas obtenu 
de résultat lors de notre essai de transfert adoptif. En effet, le choix du moment de l’injection est 
crucial, une injection trop tardive ne faisant qu’exacerber la GvHD (299).  
Également, dans des modèles plus complexes où les souris reçoivent la HSCT et les cellules NK dans 
un contexte leucémique ou d’adénocarcinome, les cellules NK peuvent éliminer les cellules malignes 
par l’effet GvL, et contribuent parallèlement à diminuer le taux de rechute (56, 299). De nombreuses 
études ont également démontré que le rétablissement de la population cellulaire NK suite à la HSCT 
pouvait contribuer à améliorer l’effet GvL (288, 300). Ainsi, l’expansion des cellules NK découlant des 
traitements aux IVIG ne risquerait pas de mettre en péril l’effet GvL chez les patients, mais plutôt 
contribuerait à l’améliorer, en plus de réduire la GvHD (55, 301). Notons par ailleurs que 
l’administration d’IVIG chez des patients de HSCT n’a pas de répercussion négative sur la qualité de 
l’effet GvL (302).  
Ces résultats encourageants ont initié des études cliniques qui explorent la possibilité et la faisabilité 
d’utiliser des cellules NK haploidentiques dans le cadre d’un traitement d’immunothérapie adoptive 
pour les leucémies myéloïdes aiguës. Les résultats obtenus à date sont relativement encourageants, où 
plus de 25% des patients atteignent le stade de rémission de la maladie, sans développement de la 
GvHD (303-308). L’amélioration du traitement post-greffe des patients de HSCT pourrait donc être 
étroitement lié au développement d’un protocole optimisé de transfusion de cellules NK autologues 
activées et expansées ex vivo. 





Les travaux de recherche effectués dans le cadre de cette thèse ont permis d’élucider en partie l’utilité 
des IVIG dans la gestion de la GvHD. En effet, on sait désormais que l’administration hebdomadaire 
d’IVIG à hautes doses permet de ralentir l’incidence de la GvHD et la mortalité qui y est reliée. Cette 
prévention de la GvHD est dépendante des cellules NK, sans lesquelles les IVIG perdent tout intérêt 
thérapeutique dans la prévention de la GvHD. Les IVIG à hautes doses ne semblent pas diminuer la 
rapidité et la qualité de la reconstitution immunitaire, bien que le modèle utilisé ne permette pas de 
tester l’efficacité fonctionnelle de la reconstitution observée. Qui plus est, nos travaux ont permis de 
confirmer que l’usage des IVIG dans les protocoles cliniques de prophylaxie de la GvHD, tels qu’ils 
existent aujourd’hui, ne serait pas un usage efficace de cette ressource clinique très prisée et 
malheureusement limitée. En effet, on a démontré très clairement que les lymphocytes T activés sont 
nécessaires et indispensables pour l’obtention de l’effet bénéfique des IVIG dans l’expansion des 
cellules NK du greffon, qui dispensent la protection contre le développement de la GvHD. Puisque le 
retrait des immunosuppresseurs dans la gestion post-HSCT des patients n’est pas envisageable, ceci 
invalide du coup la recommandation du retour des IVIG dans la prophylaxie de la GvHD. Par contre, le 
recours aux cellules NK pour la gestion du développement de la GvHD devrait être étudié, comme 
suggéré par nos résultats et plusieurs observations cliniques.  
Malheureusement, nos travaux n’ont pas permis de déterminer le mécanisme d’action des IVIG dans la 
prévention de la GvHD. Par contre, on peut dire avec assurance qu’elles permettent la prolifération des 
cellules NK cytotoxiques. Les IVIG n’affectent ni la survie, ni la prolifération, ni l’activation des 
lymphocytes T. Elles ne semblent pas non plus avoir d’effet sur la survie des APC, d’origines murine 
ou humaine, bien qu’on n’ait pas évalué la fonctionnalité de ces cellules post-traitement aux IVIG. 
Bien que les IVIG n’affectent pas la présence des APC, elles pourraient être responsables de la perte de 
leur fonctionnalité, les empêchant ainsi d’apprêter et de présenter des antigènes aux lymphocytes T 
effecteurs, diminuant ainsi l’incidence de la GvHD. Par contre, les très faibles quantités d’APC au sein 
de notre modèle rendent très difficile la réalisation des tests permettant de valider cette hypothèse en 
demeurant fidèlement dans ce contexte expérimental particulier. Le besoin de développer un modèle in 
vitro permettant de tester un tel mécanisme sur les cellules humaines est donc pressant. Bien que les 
lymphocytes T semblent être activés autant dans le groupe contrôle que dans le groupe expérimental, le 
contexte expérimental particulier (cellules humaines dans organisme murin) peut embrouiller les 
résultats observés, en outre par l’activation xénogénique des lymphocytes T. Aussi, il ne faut pas 
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oublier que les lymphocytes T sont peut-être déjà même activés avant leur injection chez la souris, ce 
qui pourrait aussi influencer les résultats observés.  
 
5.2 Perspectives 
Comme plusieurs auparavant, on a décrit des effets bénéfiques découlant directement de l’utilisation 
des IVIG, sans toutefois pouvoir suggérer un mécanisme d’action précis. Il serait donc intéressant et 
pertinent d’évaluer précisemment le rôle des fragments Fc et F(ab’)2 des IVIG dans la prévention du 
développement de la GvHD. Bien que de nombreuses équipes aient démontré que le fragment Fc des 
IVIG est responsable de leur effet anti-inflammatoire, notre laboratoire n’a rien démontré en ce sens. 
Une perspective de travail pour la complétion de ce projet serait de tester l’efficacité des fragments Fc 
et F(ab’)2 dans leur capacité à induire l’expansion et l’activation des cellules NK responsables de la 
prévention de la GvHD dans le modèle murin xénogénique. La digestion des IVIG avec la pepsine et la 
papaïne permet l’isolation des fragments F(ab’)2 et Fc respectivement (309), lesquels pourraient ensuite 
être utilisés pour la prophylaxie de la GvHD, tel que décrit précédemment et ainsi améliorer la 
compréhension de leur mécanisme d’action.  
Tout comme plusieurs groupes de recherche qui concentrent leurs efforts à comprendre comment la 
glycosylation et la sialylation peuvent affecter l’effet des IVIG, on pourrait également entreprendre de 
traiter les IVIG à la PGNase F (peptide N-glycosidase F) (168) et à la neuraminidase (309), ce qui les 
déglycosyle et les désialyle, respectivement. Ainsi, on pourrait évaluer la contribution de la 
glycosylation et de la sialylation des IVIG sur leur effet préventif contre le développement de la GvHD 
dans le modèle murin xénogénique.  
On pourrait également utiliser des IVIG biotinylées pour le traitement de la GvHD dans le modèle 
murin xénogénique, de façon à pouvoir tracer sur quelles cellules les IVIG se fixent et/ou sont 
internalisées (113), ce qui permettrait également d’élucider une partie de leur mécanisme d’action dans 
la prévention de la GvHD. 
Les modèles murins de GvHD s’étant améliorés depuis l’époque du commencement de ce projet de 
recherche, on pourrait également envisager d’utiliser le modèle NSG-Ab0DR4 (257) qui permettrait le 
développement d’une GvHD humaine allogénique, plutôt que xénogénique, en choisissant un donneur 
de huPBMCs de profil HLA-DR4 négatif. L’utilisation de ce modèle permettrait de valider les résultats 
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déjà obtenus dans un contexte allogénique humain, et d’augmenter la pertinence pré-clinique des 
résultats qui pourraient ultérieurement être obtenus dans ce modèle. 
Ces expériences relativement simples permettraient de cerner la portion active des IVIG, et aussi les 
récepteurs sur lesquels elles se fixent afin d’induire l’expansion et l’activation des cellules NK qui 
préviennent le développement de la GvHD, ce qui permettrait par la suite d’orienter les futures études 
sur l’élucidation précise de leur mécanisme d’action. 
  





6.1 Mise en contexte du troisième article 
Au début de ma thèse, le laboratoire du Dr Haddad a commencé à s’intéresser au potentiel 
immunomodulateur des MSC. Ces cellules sont peu immunogènes et sont donc bien tolérées suite à 
leur injection chez des receveurs (310), tel que démontré par l’absence de toxicité, de réaction 
indésirable ou du développement de tissus extra-utérin (311). Ce qui les rend intéressantes du point de 
vue immunologique est leur propriété immunomodulatrice CMH-indépendante qui permet notamment 
l’inhibition de la prolifération des lymphocytes T allogéniques (310).  
Dans un modèle murin xénogénique de GvHD chez des souris NOD/scid, Tisato et al ont démontré 
l’efficacité des MSC dans la prévention de la GvHD, mais pas de sa guérison une fois celle-ci entamée 
(312). Ces résultats ont solidifié le potentiel immunomodulateur des MSC, ce qui a certainement pavé 
la voie vers leur utilisation en cas de dernier recours clinique. 
Ce sont les caractéristiques immunomodulatrices des MSC, de pair avec l’absence d’effets secondaires 
néfastes suite à leur infusion et des résultats préliminaires encourageants dans les modèles murins, qui 
ont mené à leur utilisation pour le traitement de patients souffrant de GvHD réfractaire aux stéroïdes, 
pour lesquelles il n’existe aucun protocole clinique efficace. Chez certains de ces patients, l’infusion de 
MSC s’est avérée bénéfique et s’est soldée par le contrôle de la GvHD (311, 313). 
Malgré ces premiers résultats somme toute encourageants pour l’utilisation des MSC dans la 
prévention ou le traitement de la GvHD, très peu d’information était disponible à l’époque sur la 
meilleure utilisation qu’il était possible d’en faire. Puisque nous possédons un modèle murin 
xénogénique de GvHD (314) plus performant que celui de Tisato et al (312), et qu’un chercheur 
collaborateur possède l’expertise pour la dérivation d’une lignée de MSC à partir de sang de cordon 
ombilical humain (315), nous avons entrepris d’étudier le potentiel immunomodulateur de ces cellules 
sur la prévention et le développement de la GvHD dans notre modèle murin xénogénique de GvHD. En 
cours de projet, celui-ci fut pris en charge par une stagiaire post-doctorale qui a complété les travaux en 
tentant de déterminer le mécanisme d’action des MSC sur la prévention du développement de la 
GvHD. Ces travaux de recherche ont mené à la publication d’un article où nous sommes toutes deux 
premières auteures ex-aqueo.  
Ces travaux furent publiés dans la revue Stem Cells and Development en 2012 sous le titre 
"Therapeutic Efficacy of Cord Blood-Derived Mesenchymal Stromal Cells for the Prevention of Acute 
Graft-versus-Host Disease in a Xenogenic Mouse Model" par Joëlle Gregoire-Gauthier, Silvia Selleri, 
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François Fontaine, Mame Massar Dieng, Natalie Patey, Geneviève Despars, Christian M. Beauséjour et 
Elie Haddad. 
 
Joëlle Gregoire-Gauthier, Silvia Selleri, Christian M. Beauséjour et Elie Haddad ont élaboré les plans 
expérimentaux. Joëlle Gregoire-Gauthier et Silvia Selleri ont effectué les expériences, aidées à 
l’occasion de François Fontaine et Mame Massar Dieng. Natalie Patey a effectuée les analyses 
histologiques et Geneviève Despars a fourni les lignées cellulaires pour les résultats présentés à la 
figure supplémentaire (S1, Figure 6.9.8, p.164). Joëlle Gregoire-Gauthier, Silvia Selleri et Elie Haddad 
ont analysé les résultats et rédigé l’article.  
 
"Therapeutic Efficacy of Cord Blood-Derived Mesenchymal Stromal Cells for the Prevention of 
Acute Graft-versus-Host Disease in a Xenogenic Mouse Model” Gregoire-Gauthier J, Selleri S, 
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Human Mesenchymal Stromal Cells (MSCs) have been successfully utilized for the treatment of 
refractory graft-versus-host disease (GvHD). Despite the large number of in vitro and in vivo models 
developed for clarifying their immunomodulatory properties, the mechanism of action of MSCs 
remains elusive and their efficacy controversial.  
Here, we tested the ability of cord blood-derived MSCs to alleviate the symptoms of GvHD induced 
by the injection of human peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) into NOD/SCID/γc- (NSG) 
mice. In this in vivo xeno-GvHD model we demonstrate that a single MSCs injection is able to inhibit 
GvHD in terms of clinical signs and related mortality. We also show that in this model MSCs act by 
both immunomodulating T-cells and by fostering recovery after irradiation.  
The translational impact of these findings could provide a reliable preclinical model for studying the 








Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) is the treatment of choice for a large 
number of malignancies, hematopoietic diseases, and inborn errors of metabolism [1]. Despite the 
steady progress that has been made in patient survival and quality of life, Graft versus Host Disease 
(GvHD) remains the major complication of this treatment. Also, morbidity and mortality are still very 
high for patients with GvHD who are refractory to first line immunosuppressive therapy [2,3]. To date, 
all the immunosuppressive treatments used to prevent GvHD (i.e. Cyclosporin-A (CsA), 
mycophenolate mofetil (MMF), steroids, and T-cell depletion) have been shown to increase the risk of 
tumor relapse by inhibiting the graft versus tumor effect, reinforcing the need to develop new 
immunomodulatory tools [4]. In the last 10 years, the attention of many clinicians has been attracted to 
the possible use of mesenchymal stromal cells (MSCs) in the treatment of GvHD [5]. Indeed, MSC 
infusion has already been demonstrated to be safe and potentially efficacious in treating steroid-
resistant GvHD in humans [6-11]. Despite these encouraging data and the demonstration both in vitro 
and in vivo that MSCs have strong immunomodulatory properties, their clinical benefit in terms of 
immune reconstitution and immunosuppression is still debated. Preclinical studies, mainly performed 
in vitro, have demonstrated that MSCs are able to engage in crosstalk with potentially all 
hematopoietic cells, inducing immune down modulation [12]. This effect seems to be mediated by 
both soluble factors and direct cell-cell contact [13], but a clear picture of the mechanism(s) involved 
is still missing, probably because of the large variability of the conditions tested and the source of 
MSCs, leading some authors to question the immunosuppressive properties of MSCs [14-17]. It has 
been shown by us and others that injection of human peripheral blood mononuclear cells (huPBMCs) 
in irradiated NOD/SCID/γc- (NSG) mice represents a good pre-clinical model of xeno-GvHD [18,19]. 
We took advantage of this model to test the efficacy of human cord blood-derived MSCs, infused 
without any additional immunosuppressive therapy, in preventing GvHD and to study their 
mechanism of action in vivo. We focused our attention on cell cycle analysis of human injected T-
cells, tissue infiltration by human cells, identification of the cells involved in T-cell activation, and in 




Cord blood-derived Mesenchymal Stromal Cells 
Cord blood samples were obtained from the CHU Sainte-Justine Research Cord Blood Bank following 
approval by the ethics committee. Human cord blood-derived MSCs were obtained as previously 




flask) were initially plated in conditioned medium (alpha-MEM supplemented with 10% FBS, 100 
U/ml penicillin and 100 μg/ml streptomycin, all purchased from Invitrogen, Burlington, Ontario). 
Conditioned medium was collected after 24 hours incubation over an established bone marrow-derived 
MSC population and changed twice a week until cells adherent to plastic formed visible colony 
forming units. Cells were then trypsinized and expanded in regular alpha-MEM medium and 
characterized for the expression of common MSC markers by flow cytometry. As expected, MSCs 
were negative for CD45 and CD31 and positive for CD90, CD44 and CD105 (see Fig.S1 – Figure 
6.9.8, p.164). No change in the expression of these markers was observed between early (see 
Benabdallah et al.[22]) and late passage populations (Fig.S1 – Figure 6.9.8, p.164). The expansion of 
cord blood-MSCs in quantities sufficient for in vivo experimentation was possible only following first 
passage. MSCs were immortalized using lentiviruses expressing both hTERT and a CDK4 mutant 
gene under the regulation of the CMV constitutive promoter as previously described [23]. In brief, 
2x10
5
 MSCs were exposed to 50 ng each of concentrated p24 equivalent lentiviruses (as determined 
by ELISA) carrying hTERT and CDK4 mutant genes in presence of 6 µg/ml polybrene. Modified 
MSCs were expanded over 50 population doublings (PD) without any drug selection while mock 
transduced MSCs cease proliferation at 20-22 PD with signs of cellular senescence (flattened 
morphology and expression of the senescence-associated β-galactosidase – data not shown). Late 
passage and immortalized MSCs retain their ability to differentiate in the osteoblast-like lineage using 
Alizarin Red staining as previously described [24] (Fig. S1 – Figure 6.9.8, p.164). Of note, the MSCs 
used in this study could not differentiate in the adipocytic lineage at both early and late passages (data 
not shown).  
 
Mice  
NOD/LtSz-scidIL2rγ-/- (NSG) mice were obtained from the Jackson Laboratory and housed in the 
animal care facility at the CHU Sainte-Justine Research Centre under specific pathogen-free 
conditions in sterile ventilated racks. All procedures were previously approved by the institutional 
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committee for Good Laboratory Practices for Animal Research (GLPAR), as per our research protocol 
(SST09-22). Irradiated mice were given 0.08 mg/mL ciprofloxacin (Sandoz, Boucherville, Québec) in 
their drinking water. 
 
Xenogenic model of GvHD 
Leukocytes, collected by leukapheresis from healthy donors following informed written consent, were 
used in the isolation of huPBMCs by Ficoll-Hypaque separation. HuPBMCs were then frozen in FBS 
with 10% DMSO and stored in liquid nitrogen until needed. Following a 3 Gy irradiation, 6- to 8-
week-old mice were injected intraperitoneally with 10
7
 huPBMCs at day 0 and treated on the same 
day, with either 100 µl of PBS or 10
6
 MSCs, intravenously. CsA-treated mice (Sandimmune I.V.; 
Novartis Pharmaceutical, Dorval, Québec) were injected intraperitoneally daily (0.375 mg/mouse). 
Both the number of injected MSCs and the dose of CsA were decided based on data reported 
previously [25,26]. 
 
Assessment of GvHD 
Treated mice were evaluated every other day in a blinded fashion for clinical signs of GvHD and 
physical appearance. The GvHD assessment scale, inspired by the grading system established by 
Cooke et al [27], refers to weight loss, general appearance of the fur, and mobility to evaluate the 
development of GvHD. Mice were diagnosed with GvHD based upon a minimum of 10% weight loss, 
appearance of ruffled fur, and limited mobility [18]. Survival was also noted for each group. As 
requested by our GLPAR committee, mice were sacrificed when the clinical endpoints were reached 




For immunophenotypic analysis of circulating lymphocytes, 100 µL of peripheral blood was drawn 
weekly from the saphenous vein of xeno-GvHD mice, and human and murine cell populations were 
analyzed by flow cytometry. Anti-murine CD45-FITC, and anti-human-CD56-PE, -CD45-APC, and -
CD3-APC-Cy7 antibodies (all purchased from BD Biosciences, Mississauga, Ontario) were used to 
 138 
 
identify cell populations, along with 7-amino-actinomycin D (7-AAD) for exclusion of nonviable cells 
from the assay (BD Biosciences). CountBright beads (Invitrogen, Burlington, Ontario) were added 
prior to FACS acquisition to determine the absolute number of cells in each sample. Samples were 
acquired on a FACSAria flow cytometer and analyzed using FACSDiva software (BD Biosciences).  
 
Histology and immunohistochemistry 
Organs (liver, spleen, colon, and skin) were fixed in 3.7% formaldehyde immediately after collection 
and embedded in paraffin. Five µm-thick sections were obtained and stained for further analysis. 
Examination was performed after hematoxylin-eosin staining and evaluated for signs of GvHD by a 
trained pathologist blinded to the clinical data. For human T-cell identification, indirect 
immunoperoxidase staining was performed with an anti-CD3 antibody (Cellmarque, Rocklin, CA). 
Apoptotic cells were detected by morphological analysis and both CD3+ cell and apoptotic cell 
numbers were quantitatively evaluated per 45 high power fields (x400).  
 
Ex vivo human cell phenotype and cell cycle analysis 
We sacrificed animals injected with PBMCs and treated with either MSCs, CsA or PBS at day 14 and 
performed immunophenotype and cell cycling analysis on cells isolated from blood, spleen, and liver. 
For activation marker analysis, cells were stained with anti-human-CD3-PE-Cy7, -HLA-DR-FITC, -
CD69-PerCp-Cy5.5 and -CD8-APC. Cell cycle analysis was performed by surface staining followed 
by intracellular staining for Ki67-FITC (marker for cells out of G0 phase). Regulatory T cells (Tregs) 
were analyzed for cell surface markers (CD4, CD25, CD127) on blood samples, while for organ 
samples, intracellular staining for forkhead box P3 (FoxP3-APC) was added (fixation and 
permeabilization solution was used according to the manufacturer’s instructions; eBioscience, San 
Diego, CA). All antibodies were from BD Biosciences.  
 
Human dendritic cell differentiation 
In order to differentiate human dendritic cells (DCs) from monocytes, CD14+ cells were isolated with 
magnetic beads by positive selection (Miltenyi Biotec, Auburn, CA) and plated in 6 well plates (10
6
 
cells/well). Cells were cultivated for 5 days in the presence of human recombinant granulocyte-
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macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) (50 ng/ml; R&D Systems, Minneapolis, MN) and 
IL-4 (10 ng/ml; eBioscience). The phenotype of both monocytes (at day 0) and immature DCs (at day 
5) was tested by staining cells with the following antibodies: anti-CD14-FITC, -CD1a-APC, -CD80-
PE, -CD83-PE, -CD86-PE and -HLA-DR-FITC.  
In experiments requiring murine peptide loading into human DCs, 2x10
5
 splenocytes were isolated 
from NSG mice and resuspended in 50 µl PBS, sonicated, freeze-thawed, and the immature human 
DCs were loaded for 2 hours at 37°C. Cells were then irradiated (5,400 Rad) and used as targets for T-
cell stimulation. 
 
Human T-cell isolation and stimulation 
T-cells were purified by magnetic bead negative selection (Miltenyi) and 2x10
5
 cells were cultivated 
for 6 days with autologous DCs pulsed or not with NSG antigens (ratio T:DC = 40:1) in 96 multiwell 
round bottom plates. Alternatively, 2x10
5
 huPBMCs were co-cultured with 2x10
5
 NSG-irradiated 
(5,400 Rad) splenocytes. To test the immunomodulatory effect of MSCs in vitro, each condition was 
also tested in the presence of 2x10
4
 irradiated MSCs (ratio effector cell:MSC = 10:1). Human cell 
proliferation was tracked by flow cytometry using the fluorescent dye, carboxyfluorescein 
succinimidyl ester (CFSE; Invitrogen). Briefly, at day 0, effector cells were resuspended in PBS and 
stained with CFSE (final concentration 0.625 µM) for 7 minutes at room temperature. CFSE 
incorporation was blocked by adding 1 mL of pure FBS and incubating for 1 minute on ice followed 
by 2 washes in complete culture medium (RPMI, 10% FBS, 100 U/ml penicillin/streptomycin, 0.1 
mM glutamine). All tested conditions were done in duplicate, one well with CFSE stained cells (in 
order to test for proliferation) and one with unstained cells (in order to stain for markers of T-cell 
activation). As read out for the mixed leukocyte reaction (MLR), cells were stained on day 6 with anti-
CD3-PE-Cy7, -CD4-APC, -CD8-PE, -HLA-DR-FITC, -CD69-PerCp-Cy5.5, -CD25-PE, and 7-AAD 
(cell viability dye). 
 
Statistics 
Results were analyzed using GraphPad Prism version 5.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA) and 
shown as the mean ±SEM. Survival and incidence of GvHD statistics were determined using the 
Mantel-Cox (log-rank) test, which was stratified according to time as needed. Elsewhere, either the t-
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MSC treatment increases survival and reduces GvHD incidence upon PBMC injection 
We induced xeno-GvHD by injecting 2 groups of sub-lethally irradiated NSG mice (n=16 per group) 
with 10
7
 huPBMCs. The control group was treated with PBS, the other with a single dose of 10
6 
MSCs. As shown in Figure 6.9.1A (p.157), almost all control mice died within a period of 42 days, 
whereas mice treated with MSCs at day 0 demonstrated a significant increase in survival (p<0.01). 
Furthermore, injection of MSCs was also associated with a significant reduction of GvHD in terms of 
clinical signs (weight loss, general appearance of the fur and mobility) when compared to PBS-treated 
mice (p<0.01) (Figure 6.9.1B, p.157). 
 
MSCs protect mice from radiation-induced weight loss in vivo and reduce human T-cell 
proliferation 
In different in vivo models, MSCs were able to inhibit T-cell activation and T-cell proliferation 
[28,29]. MSCs were also shown to foster the healing process [30-36] with a major regenerative effect 
on irradiation-induced tissue damage [37]. Since both these two properties could explain the inhibition 
of GvHD in our model, we tested the effect of MSCs on tissue following sub-lethal irradiation of NSG 
mice and treating or not treating them with a single dose of 10
6
 MSCs. As shown in Figure 6.9.2 
(p.158), MSCs significantly prevented radiation-induced weight loss at the early time points.  
In order to evaluate a possible effect of MSCs on human T-cell proliferation, we initially compared in 
blood the proportion of human cells over the total number of circulating CD45+ cells (murine and 
human) at different time points in PBS- and MSC-treated groups. At every time point (range from 7 to 
42 days post-injection) all human leukocytes (CD45+ cells) were T-lymphocytes (CD3+ cells) (data 
not shown). We observed a significant decrease in the proportion of human cells at day 7 and 14 in the 
MSC-treated group in comparison with the PBS-treated group (Figure 6.9.3A, p.159). Nevertheless, 
the absolute count of human CD45+ cells in the PBS-treated group was lower than in the MSC-treated 
group (Figure 6.9.3B, p.159). The apparent discrepancy between the results based on percentage 
compared to absolute number was due to the higher number of murine cells in the MSC-treated group 
(Figure 6.9.3C, p.159).  
As immunomodulators, MSCs could either inhibit the effects of human T-cells, consequently allowing 
the circulation of a higher number of human T-cells, or they could actively inhibit T-cell proliferation. 
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According to the latter possibility, one would have expected the amount of human cells to be higher in 
the PBS-treated group than in the MSC-treated group. Yet, our results showed that the absolute 
number of human CD45+ cells was not higher in the PBS-treated mice, suggesting that human MSCs 
do not inhibit T-cell proliferation in this context. Nevertheless, it is also possible that cord blood 
MSCs inhibit T-cell proliferation but that the effect is not detected because of the higher incidence of 
GvHD leading to early death in PBS-treated mice. In order to verify this hypothesis, we injected 
huPBMCs into non-irradiated NSG mice and tested the effect of MSCs compared to PBS. We 
observed that in absence of radiation-induced damage, MSCs were able to significantly decrease both 
the percentage and the absolute number of human cells in mice up to 42 days post injection (Figure 
6.9.4, p.160). Moreover, we observed that in non-irradiated mice the absolute number of human cells 
in the peripheral blood of injected animals reached levels that were much higher (about 30-fold more) 
than these observed in irradiated mice, without killing mice. This indicates that without irradiation, 
animals are more readily able to tolerate the proliferation of human T-cells (Figure 6.9.4, p.160). 
To test the anti-proliferative effect of MSCs in our xeno-GvHD model, mice were sacrificed 2 weeks 
after the injection of huPBMCs in order to analyze GvHD before mortality occurred. Using this 
strategy we measured the effect of MSCs compared to PBS or CsA on human T-cell proliferation and 
GvHD lesions in the liver, a major target organ in xenogenic GvHD [19,38]. CsA was used as control, 
since this drug is routinely used for GvHD prophylaxis in humans [39], and we have already 
demonstrated its efficacy in inhibiting GvHD and GvHD-related mortality in our xeno-GvHD model 
in NSG mice [18]. Liver sections were stained for morphological evaluation of the number of both 
human T-cells and apoptotic murine hepatocytes. The number of human CD3+ cells was significantly 
reduced in both CsA- and MSC-treated mice as compared to PBS-treated mice, while no significant 
difference was observed between MSC- and CsA-treated mice (Figure 6.9.5A and B, p.161). We also 
observed a reduced number of apoptotic bodies in the liver sections obtained from MSC and CsA-
treated mice as compared to PBS-treated mice (Figure 6.9.5C and D, p.161), although this decrease 
was not statistically significant. Consistent with the histopathology data, analysis of Ki67 expression 
revealed that MSC treatment decreased the percentage of cycling human CD4+ cells in the liver in 
comparison to PBS treatment, although not to the same extent as CsA (Figure 6.9.5E, p.161). We also 
analyzed the expression of activation markers on the surface of human T-cells (HLA-DR, CD69 and 
CD25) in both blood and liver. We observed that MSC treatment did not induce a significant reduction 
of these markers, while CsA was able to significantly decrease HLA-DR expression in both CD4+ and 
CD8+ cells, and to induce a moderate although not significant increase of CD69 expression in CD4+ 
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cells (Figure 6.9.6, p.162). Moreover, we did not find any increase of Tregs in MSC- and CsA-treated 
mice as compared to PBS treated mice (data not shown). 
Taken together, these data suggest that MSCs ameliorate GvHD by protecting the animal from 
radiation-induced damage and inhibiting T-cell proliferation. 
 
Acute human T-cell activation against NSG cells is mainly driven by human antigen-presenting 
cells 
We performed in vitro experiments aimed to determine if human T-cells were able to trigger xeno-
GvHD by interacting with human or murine antigen-presenting cells (APCs). As shown in Figure 
6.9.7 (A, B, C and D; p.163), NSG splenocytes failed to stimulate huPBMCs, suggesting that murine 
major histocompatibility complex could not trigger efficiently the activation of human cells. However, 
we observed that human DCs loaded with lysates from NSG mice splenocytes could induce 
autologous human CD4+ T-cell activation and proliferation (Figure 6.9.7E, F, G and H, p.163). As 
expected, CD8+ cells were not stimulated in this experimental setting, since the T-cell activation 
occurs as a result of HLA class-II presentation by autologous APCs (data not shown). These data 
indicate that human APCs are able to sample murine antigens and to efficiently present them in the 
context of human HLA molecules. In this in vitro model of xenogenic stimulation, MSCs strongly 
inhibited T-cell proliferation, and unlike our in vivo findings, we observed a significantly decreased 
expression of the activation marker HLA-DR in the presence of MSCs (Figure 6.9.7F, p.163). We also 
observed that MSCs induced a very moderate, although not significant, increase of CD69 expression 
(Figure 6.9.7H, p.163). Moreover, MSCs were unable to induce an immune response or to present 
NSG antigens to T-cells confirming their status as immuno-privileged cells despite their third-party 
donor origin (Figure 6.9.7 E, F, G and H, p.163). Taken together, and as already suggested by Wilson 
et al [40], these data suggest that the activation of human T-cells in our xenogenic model of GvHD is 
mainly due to the presentation of murine antigens by human APCs and that this process can be 




Based on their immunomodulatory properties, MSCs have been proposed as a potential treatment for 
acute GvHD in humans. Several clinical trials have demonstrated their potential efficacy and lack of 
side effects in patients receiving third party donor MSC infusion [7,8,11]. In order to study the best 
dosage, administration strategy, and mechanism of action of MSCs, various murine models have been 
developed [41-43]. In the present study we show that human MSCs are able to inhibit the occurrence 
of GvHD induced by huPBMC injection in sublethally irradiated NSG mice.  
Thus far, the immunomodulatory properties of MSCs in vivo have been studied mostly in 
immunocompetent mice transplanted with mismatched murine bone marrow cells and treated with 
either murine [42] or human [44] MSCs. The advantage of our model is that it allows one to study in 
vivo both effector cells (T-cells) and MSCs of human origin, and this is an important consideration 
given the known differences between human and murine MSCs in terms of immune modulation 
[45,46]. A possible drawback of the NSG xeno-GvHD model is that GvHD, although triggered by 
human cells, develops in a murine environment and cannot reflect exactly what occurs in the clinical 
setting after hematopoietic stem cell transplantation. Moreover, huPBMCs are injected without any 
previous bone marrow transplant. Nevertheless, this approach has the important advantage of 
modeling the effect of MSCs alone as GvHD treatment, which would be ethically impossible in 
humans, since for clinical reasons MSC infusion is always accompanied by other immunosuppressive 
therapies, rendering the interpretation of the clinical results difficult.  
To our knowledge the only previous study using human MSCs in immune-deficient mice has been 
performed with NOD/scid animals [41]. These mice, although severely immunocompromised, still 
present circulating murine natural killer cells and indeed require double the number of PBMCs in 
order to induce GvHD. In addition, the disease develops considerably later with respect to our model. 
Moreover, in the aforementioned study, the authors considered the variation of human cells only in 
terms of percentage, while in the present study we demonstrate that it is possible to observe a 
discrepancy between the percentage and absolute number of human CD45+ cells, depending on the 
effect that MSCs have on murine hematopoietic cells.  
Another advantage of our model is that one single MSC injection at day 0 was sufficient in order to 
observe clinical efficacy, while repeated injections were required in the NOD/scid model. Regarding 
the mechanism of GvHD occurrence in PBMC-injected NSG mice, human T-cells could be activated 
by both murine cells and human APCs present in the graft. Data reported in the literature underline the 
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necessity for the presence of a donor’s DCs in the transplant in order to trigger acute GvHD [40]. Our 
in vitro data support this perspective since murine splenocytes were not able to induce human T-cell 
proliferation or activation in an MLR while human autologous DCs pulsed with NSG lysate were 
potent APCs.  
MSCs can be derived from various adult and fetal tissues [47]. We performed our experiments using 
an immortalized cord blood-derived MSC line. Use of an immortalized cell line can be seen as a 
potential caveat since in the clinical setting only freshly derived and expanded MSCs have so far been 
accepted for cellular therapy. Nevertheless, our cell line has been tested repeatedly for quality control 
and has never given rise to a cellular mass (either in vitro or in vivo). Furthermore, in the context of 
setting up a humanized mouse model to study the mechanism of action of MSCs to prevent GvHD, the 
importance of standardizing the quality of the MSCs cannot be overstated. Moreover, it has been 
shown that although displaying a higher self-renewal and proliferative capacity [48], cord blood-
derived MSCs appear to exhibit similar progenitor activity compared with bone marrow-derived 
MSCs. 
In our NSG xeno-GvHD model, MSC-treated mice presented a better clinical picture in several 
respects; they displayed fewer clinical signs, had less weight loss, and had reduced human T-cell 
infiltration in the liver (the main GvHD target organ [19,38]). Such clinical improvement occurred 
despite a lack of downmodulation in the expression of activation markers in blood- and liver-derived 
human T-cells. Therefore, from these data, it is difficult to determine whether MSCs are acting as 
immunomodulators or as reparative agents. The importance of MSCs as protective agents has been 
already underscored in humans [49], but this aspect has so far not been taken into consideration in the 
proposed animal models. By using irradiated mice not injected with PBMCs, we have shown that 
MSCs can inhibit weight loss, thereby, demonstrating that MSCs could reduce side effects induced by 
irradiation. Also, we observed that in irradiated mice injected with PBMCs, MSC treatment was 
associated with a rise in murine CD45+ cell count that likely accounts for the observed inhibition of 
radiation-induced bone marrow damage.  
In order to isolate the immunomodulatory component of MSC treatment on xeno-GvHD inhibition, we 
injected huPBMCs into non-irradiated mice. As expected, in this setting MSC treatment decreased 
both percentage and absolute number of human CD45+ cells. Another indication of the effect of MSCs 
on human cells is that in mice irradiated and injected with huPBMCs, MSCs lowered the human cell 
numbers in the liver and their Ki-67 expression. This suggests that the decreased hepatic damage could 
also be related to the inhibition of proliferation of human T-cells. Altogether, our data strongly 
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suggests that MSCs inhibited GvHD in our model by acting both as an immunomodulator and 
reparative agent.  
Data reported in the literature suggest that an important component of MSC-induced inhibition of 
GvHD in vivo is mediated by Tregs in [42,44]. In our model we did not find the induction of a T-
regulatory phenotype in the effector cell pool upon MSC infusion. This discrepancy can be explained 
by the different animal models used in the different studies. Indeed, the intriguing aspect of our study 
is that both MSCs and T-cells are of human origin. Not withstanding a few case reports [50], very little 
in vivo data are available in humans that are statistically reliable since these studies report a highly 
variable increase in Tregs after MSC treatment [51,52]. Interestingly, in vitro we observed that MSCs 
induced a moderate although not significant increase of CD69 expression on CD4+ cells,. We studied 
CD69 as an activation marker but also as a marker expressed by regulatory T-cells expressing or not 
CD25 and FoxP3 [53], and it was shown that MSC are able to promote the sustained expression of this 
marker [54]. Based on our in vitro results we cannot exclude that MSC induce tolerance by fostering 
the expansion of this particular T-cell regulatory subset. 
Concerning the antiproliferative effect of MSCs on human lymphocytes, concomitant with a lack of 
effect on activation marker expression, this phenomenon, although surprising, has been noted 
previously [25]. It could be argued that despite their attenuated proliferation, T-cells that still express 
activation markers could trigger GvHD. Indeed GvHD is significantly delayed but not abolished in 
MSC-treated mice. 
Unlike other studies [55,56], the decrease in human T-cell proliferation induced in vivo by MSC 
injection was not associated with a decreased Th1/Th2 ratio in comparison to the PBS-treated group. 
Indeed, the analysis of 9 circulating human cytokines (IL 2, IL 4, IL 6, IL 8, IL 10, IL 15, IL 17, TNF 
α, and IFN γ) performed using a customized Bio-Plex Pro Human Cytokine 9-plex Assay (Bio-Rad 
Laboratories, Hercules, USA) did not show any significant differences between PBS- and MSC-
treated mice (data not shown). This finding could indicate that in our model MSCs can directly 
modulate T-cell proliferation in target organs without necessarily modifying the “cytokine storm” 
observed in the peripheral blood. Interestingly, Christensen et al. [56] showed a modulation of IFNγ 
during the first week after GVHD induction, while our first time point analyzed was at day 6, so it is 
possible that an earlier test would have revealed some effect due to  MSC injection. Nevertheless the 
difference between the models (we used an humanized NSG model injected with human MSC) could 
justify discrepancies and doesn’t allow further comparisons. 
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The NSG mouse model is also suitable for comparing MSCs with different established 
immunosuppressor drugs, like CsA. In our xeno-GvHD model, CsA treatment resulted in the expected 
outcome by strongly reducing T-cell proliferation and activation marker expression. We have already 
shown that CsA is able to significantly reduce GvHD-related mortality and clinical signs [18]. Here 
we have confirmed our previous results and added information regarding the strong downregulation of 
Ki-67 in human cells in the liver. As compared to CsA, MSC treatment showed various differences, 
indicating a different modality of T-cell inhibition. Indeed, CsA inhibited both T-cell proliferation and 
activation while MSCs inhibited only T-cell proliferation. Interestingly, despite the absence of 
inhibition of T-cell activation and despite a lower inhibition of T-cell cycling, as suggested by the 
Ki67 test, the absolute T-cell counts in the liver of mice from the two treatment groups were not 
significantly different. This suggests that MSCs may inhibit the infiltration of human T-cells in GvHD 
target organs by another mechanism in addition to the inhibition of T-cell proliferation, however, the 
existence and the nature of such a potential other mechanism remains to be demonstrated.  
Taken together our data confirm the NSG mouse as a suitable model for xeno-GvHD development and 
for testing human MSC infusion as a treatment for human cell-induced GvHD. We suggest that MSC 
infusion can inhibit GvHD through both reducing T-cell proliferation and fostering healing after 
irradiation. The translational impact of this animal model could help in determining the best treatment 
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6.9 Figure Legends 
 
FIGURE 6.9.1 (p.157).  
MSCs increase survival following induction of xeno-GvHD in NSG mice. NSG mice were injected 
with 10
7
 huPBMCs and treated intravenously with PBS (filled line, n=16) or with 10
6 
MSCs (dotted 
line, n=16). In the MSC-treated group both the mortality (A) and the incidence (B) of GvHD in terms 
of clinical signs is significantly reduced (p<0.01).  
 
FIGURE 6.9.2 (p.158). 
MSCs have a protective effect against radiation-induced damages. NSG mice were treated with 
MSCs (n=3, filled circles) or PBS (n=5, empty circles) upon irradiation (3 Gy). Animal weight was 
recorded every other day.  *p≤0.05, Mann-Whitney one-tailed test.  
 
FIGURE 6.9.3 (p.159). 
MSCs reduce the percentage but not the absolute number of human cells after xeno-GvHD 
induction. Upon injection with 10
7
 huPBMCs, circulating human and murine CD45+ cells were 
counted by flow cytometry using counting beads. Results are expressed as a percentage of human 
CD45+ cells on total CD45+ cells (hCD45/hDC45+mCD45) (A) as well as absolute number of human 
(B) or murine (C) CD45+ cells. The number of surviving animals at different time points is indicated 
under the graphs. Black bars: PBS group; white bars: MSC group. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.0001, 
Mann-Whitney two-tailed test.  
 
FIGURE 6.9.4 (p.160). 
MSCs reduce both the percentage and the absolute number of human cells in non-irradiated 
mice injected with PBMCs. Non-irradiated NSG mice were injected with 10
7
 huPBMCs and treated 




FIGURE 6.9.5 (p.161). 
MSC treatment affects human T-cell proliferation and infiltration and murine cell apoptosis in 
the liver of NSG mice upon xeno-GvHD induction. Animals were injected with 10
7
 huPBMCs, 
treated with CsA (n=5), PBS (n=5) or MSCs (n=4) and sacrificed 2 weeks later for histopathologic 
analysis. Infiltrating human CD3+ cells were detected by immunohistochemistry and were counted in 
the different treatment groups (A). A representative slide of a PBS-treated mouse (B) shows 
infiltration of human T-cells (brown colouration by indirect immunoperoxidase staining). Apoptotic 
bodies were detected by histopathologic analysis and enumerated (C). In (D) apoptotic bodies are 
indicated (white arrows) in the liver of an animal treated with PBS. 
Both human CD3+ cells and apoptotic cells were counted in 45 different high power fields (400 x 
magnification). 6 slides per group were analyzed. Human cells were isolated from the liver at time of 
sacrifice and cell cycle was analyzed using Ki67 (E) *p≤0.05, Mann-Whitney two-tailed test. 
 
FIGURE 6.9.6 (p.162). 
MSC injection does not modify the activation marker profile of human T-cells. Activation marker 
expression in human CD4+ (A,B,E,F) and CD8+ (C,D,G,H) cells isolated from blood (A,C,E,G) and 
liver (B,D,F,H) of PBMC-injected mice treated with either CsA, PBS or MSCs. Data were collected at 
day 14 post-injection. *p≤0.05, Mann-Whitney two-tailed test.  
 
FIGURE 6.9.7 (p.163). 
Human APCs are able to present murine antigens and trigger T-cell activation. (A,B,C,D) In vitro 
proliferation and activation marker analysis of huPBMCs stimulated by allogeneic huPBMCs or by 
NSG splenocytes. E = effector; T = target; NSG = murine splenocytes. Target allogeneic PBMCs and 
splenocytes were irradiated at 5,400 Rad. (E,F,G,H) Proliferation and activation marker analysis of 
human CD4+ T-cells stimulated by autologous dendritic cells (DC) alone or pulsed with NSG lysates 
(DC
NSG) with or without 20,000 irradiated MSCs (ratio effector cells:MSC=10:1). *p≤0.05, Mann-


















Figure 6.9.4 – MSCs reduce both the percentage and the absolute number of human cells in non-





Figure 6.9.5 – MSC treatment affects human T-cell proliferation and infiltration and murine cell 
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